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RESUMO

O estudo teve como objetivo avaliar, a partir de extratos, o rendimento (em base seca),
quantificar os polifendis totais, avaliar a atividade antioxidante, realizar uma pesquisa
tedrica de RMN das estruturas julocrotina, crotonimida A e crotonimida B, oriundas da
Croton pullei VAR. glabrior LANJ. e avaliar essas moléculas na docagem molecular
frente as enzimas Candida albicans (PDB ID: 1Al9), Staphylococcus aureus (PDB ID:
1DIM) e Salmonella thyphimurium (PDB ID: 4URM). Realizou-se uma extracao
convencional utilizando um extrator de aco-inox e planejamento de trés fatores
(temperatura, granulometria e relacdo solido/liquido) e trés niveis Box-Behnken, para
determinar quais variaveis foram influentes nas respostas. A quantificacdo de polifendis
totais foi realizada de acordo com a metodologia de Folin-Ciocalteu. Para a analise
antioxidante aplicou-se 0 método I1Cso. E 0 estudo tedrico de RMN foi realizado via DFT,
onde os métodos computacionais DFT/B3LYP/cc-pvDZ e DFT/B3LYP/6-31 G* foram
aplicados para a obtencao dos deslocamentos quimicos (0H e oC), para comparar aos
experimentais e assim fornecer qual método computacional é o mais eficiente. Os
rendimentos variam entre 5,57 e 10,61. Na quantificacdo polifenois totais houve variacdo
entre 101,33 e 308,84 mg EAG/g. Os valores antioxidantes minimo e maximo foram
94,74% e 98,97%. De modo geral a metodologia DFT/B3LYP/cc-pvDZ fora mais
eficiente frente as estruturas analisadas. As moléculas apresentaram ligacGes de
hidrogénio com residuos Lys 57(A), Arg 56(A), Cys37, Gly38, Asp62, Gly193, Tyr342,
Gly56, Arg37, Tyrl28, Arg56, Thr58(A), Gly114(A) e Thr 127.

Palavras-chave: Croton pullei VAR. glabrior LANJ; Extracdo; RMN.



ABSTRACT

The study aimed to evaluate, from extracts, the yield (on a dry basis), quantify the total
polyphenols, evaluate the antioxidant activity, perform a theoretical NMR research of the
julocrotine, crotonimide A and crotonimide B structures, from Croton pullei VAR.
glabrior LANJ. and evaluate these molecules in molecular docking against the enzymes
Candida albicans (PDB ID: 1Al9), Staphylococcus aureus (PDB ID: 1DIM) and
Salmonella thyphimurium (PDB ID: 4URM). A conventional extraction was performed
using a stainless-steel extractor and three-factor planning (temperature, particle size and
solid/liquid ratio) and three Box-Behnken levels, to determine which variables were
influential in the responses. The quantification of total polyphenols was performed
according to the Folin-Ciocalteu methodology. For the antioxidant analysis, the ICso
method was applied. And the theoretical NMR study was carried out via DFT, where the
computational methods DFT/B3LYP/cc-pvDZ and DFT/B3LYP/6-31 G* were applied
to obtain the chemical displacements (6H and 6C), to compare to the experimental ones
and thus provide which computational method is the most efficient. Yields vary between
5.57 and 10.61. In the quantification of total polyphenols, there was a variation between
101.33 and 308.84 mg EAG/g. The minimum and maximum antioxidant values were
94.74% and 98.97%. In general, the DFT/B3LYP/cc-pvDZ methodology was more
efficient compared to the analyzed structures. The molecules showed hydrogen bonds
with residues Lys 57 (A), Arg 56 (A), Cys37, Gly38, Asp62, Gly193, Tyr342, Gly56,
Arg37, Tyrl28, Arg56, Thr58 (A), Gly114 (A) and Thr 127.

Keywords: Croton pullei VAR. glabrior LANJ; Extraction; NMR.
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1 INTRODUCAO

As praticas complementares de cuidado a satde sédo tdo antigas quanto o surgimento
da espécie humana, uma vez que desde o inicio da civilizacdo fazem parte do cuidado
familiar. Dentre essas praticas difundidas pela cultura popular, as plantas sempre
ganhavam destaque, e por muito tempo foram o principal recurso empregado no
tratamento da saude das pessoas (BADKE et al., 2012).

A utilizacdo de plantas como medicamento estd fundamentada em estudos
etnofarmacologicos que, partindo do uso tradicional e do conhecimento popular sobre as
propriedades farmacolégicas de alguns vegetais, indicam o potencial para o

desenvolvimento de novos fitoterapicos (SCOPEL, 2005).

Segundo a Organizacdo Mundial da Satde (OMS, 1979), plantas medicinais sdo
“todas as plantas que apresentam, em um ou mais, 6rgdos substancias com potencial de
finalidade terapéutica ou que sejam precursores de farmacos semissintéticos”. Nessa
perspectiva, toda planta que contém principios ativos e sao de extrema importancia para
a salde humana, sdo denominadas plantas medicinais (MORGAN, 1994; RICARDO;
2011).

A definicdo de fitoterapico pela Secretaria de Vigilancia Sanitaria, ANVISA, em
sua portaria n° 6 de 31 de janeiro de 1995 ¢ “todo medicamento tecnicamente obtido e
elaborado, empregando-se exclusivamente matérias-primas vegetais com finalidade
profilatica, curativa ou para fins de diagndstico, com beneficio para o usuério. E
caracterizado pelo conhecimento da eficicia e dos riscos do seu uso, assim como pela
reprodutibilidade e constancia de sua qualidade. E o produto acabado, embalado e

rotulado”.

Estudos prévios em areas do conhecimento como estudos de atividade bioldgica,
desenvolvimento de metodologias analiticas, estudos botanicos, quimicos e agronomos
sdo essenciais para o desenvolvimento tecnoldgico de um fitoterdpico (NAVARRO,
2005).

Dentro do cenario mundial de fitoterapicos, o Brasil é o pais que apresenta a maior
diversidade do planeta, possuindo biomas dispares e uma flora diversificada. No pais,
cerca de 60.000 espécies vegetais superiores foram catalogadas, sendo muitas delas com

uso medicinal popular, embora muitas ndo possuam estudos aprofundados de indicag¢oes
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terapéuticas comprovadas, quanto a sua composi¢do quimica e acdes farmacoldgicas.
Apesar de determinados estudos afirmarem que as plantas apresentam eficacia em
terapéuticos, 8% retratam estudos de compostos bioativos e 1.100 espécies avaliadas com
relacdo as propriedades medicinais, sendo que essas descrevem um importante potencial
econdémico (GUERRA; NODARI, 2001; RATES, 2001; PEREZ, 2004; GURIB-FAKIM,
2006).

A Amazonia exibe uma extensa variedade de espécies vegetais nativas e exaticas,
entretanto, poucas espécies sao analisadas e descritas em publicacdes cientificas. Para
isso deve-se considerar a elaboracgéo de extratos obtidos a partir dos vegetais os quais sao
ricos em substancias que apresentam potenciais como antioxidante e antimicrobiano.
(BRAZ-FILHO, 1999; SILVA et al., 2005).

Os vegetais de carater antioxidante sdo compostos que apresentam a capacidade de
inibir ou bloquear processos oxidativos, quando em baixas concentragfes. O equilibrio
da qualidade de alguns produtos é obtido atraves da adicdo de antioxidantes sintéticos,
como butil-hidroxi-tolueno (BHT) e butil-hidroxianisol (BHA), porém estas substancias
apresentam riscos a salde humana. Portanto, a pesquisa por antioxidantes de fontes
naturais que possam substituir os sintéticos tem recebido muita atencdo por parte do
segmento académico e industrial (DECKER, 2008; MATKOWSKI, 2008; REISCHE;
LILLARD; EITENMILLER, 2008; BOTTERWECK et al., 2000; DAHANUKAR et al.,
2000).

Outro fator a ser considerado é a acdo antimicrobiana que combatem diversas

patogenias nos seres humanos (RAUHA, 2000).

Logo, o objetivo dessa pesquisa foi avaliar a interferéncia de processos de extracao
para a obtencdo de rendimento atividades antioxidante, quantificagdo de polifendis totais
e avaliar o comportamento antimicrobiano tedrico das cascas do caule da Croton pullei
var. glabrior LANJ.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O presente estudo visa avaliar o rendimento, potenciais antioxidantes e
antimicrobianos e quantificar os compostos fenolicos presentes nos extratos obtidos da

casca do caule do vegetal Croton pullei var. glabrior LANJ.
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Estudar o processo de extracdo sélido-liquido das cascas do caule de
Croton pullei var. glabrior LANJ. utilizando alcool etilico como solvente, de acordo com

planejamento experimental Box-Behnken;

b) Analisar os rendimentos dos extratos;

C) Quantificar os polifenois totais dos extratos, utilizando o método de Folin-
Ciocalteau;

d) Estabelecer seu potencial antioxidante pelo método de DPPH (2,2-difenil-

1-picril-hidrazila);

e) Executar céalculos teoricos utilizando funcionais hibridos B3LYP
conjugados com o conjunto de funcdes de bases cc-pVDZ e 6-31 G para obtencdo de
dados geométricos e de RMN das moléculas julocrotina, crotonimida A e crotonimida B;

f) Comparar os dados de RMN de H e de 13C obtidos teoricamente com 0s
dados experimentais.

9) Predizer as energias de afinidade e os modos de ligacdo entre as moléculas
julocrotina, crotonimida A e crotonimida B e as enzimas Candida albicans,
Staphylococcus aureus e Salmonella thyphimurium através dos calculos de docagem

molecular.
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3 REFERENCIAL BIBLIOGRAFICO

3.1 CLASSIFICACAO BOTANICA DE Croton pullei
- Reino: Plantae

- Divisdo: Magnoliophyta

- Classe: Magnoliopsida

- Ordem: Malpighiales

- Familia: Euphorbiaceae

- Subfamilia: Crotonoideae

- Género: Croton

- Espécie: Croton pullei var. glabrior LANJ.

3.2 A FAMILIA EUPHORBIACEAE

Euphorbiaceae ¢ uma das familias mais complexas e diversificadas da ordem
Malpighiales, com aproximadamente 6300 espécies e 300 géneros (APG Il1, 2012). Essa
familia, no Brasil, apresenta cerca de 63 géneros e 918 espécies (CORDEIRO etal., 2014)
distribuidos nos diferentes tipos de vegetacdes. Sdo plantas de hébito variado, desde
ervas, subarbustos, arvores, até trepadeiras, com folhas inteiras ou partidas, em geral com
estipulas, latescentes ou ndo. (CORDEIRO, 1993; CORDEIRO et al., 2012; FERRAZ,
1996; HARLEY, 1995; PAIVA JR et al., 2000; SANTOS-FILHO et al., 2000).

As plantas pertencentes a familia Euphorbiaceae sao amplamente distribuidas por
todo o mundo, sendo algumas espécies habitantes de regifes de clima tropical, que
sobrevivem a condicdes de deserto, enquanto outras sdo arvores e ervas que habitam
florestas. Trata-se de uma familia bastante heterogénea do ponto de vista quimico, fator
que contribui também para a grande diversidade de atividades biologicas (MWINE; VAN
DAMME, 2011; KOTHALE; ROTHE; PAWADE, 2011).

Dentre suas caracteristicas botanicas, hd a presenca de substancias latescentes, as
quais sdo visiveis quando a planta é submetida a injdrias mecénicas. Plantas que
pertencem a familia Euphorbiaceae, vém se destacando em termos de importancia
econdmica, principalmente na alimentagdo humana, medicina popular e producgéo de latex
e 6leos (LUND; WEBSTER, 1967).

Algumas espécies sdo utilizadas na alimentacdo humana, principalmente na regido
nordeste do Brasil, como Manihot esculenta Crantz, da qual se extrai a farinha de
mandioca (BRAGA, 1976; MACHADO, 2007). Outros representantes da familia ja

movimentaram grandes riquezas no Brasil, especialmente pela extracdo de latex para a
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producdo de borracha natural, como as espécies dos géneros Hevea aublet (seringueira),
que fortaleceram economicamente a regido amazonica ou espécies de Manihot sp Miller,
que foram responsaveis por manter, durante algum tempo, a economia da regido da
caatinga nordestina. Além disso, as Euphorbiaceaes destacam-se economicamente pela
producdo de Oleos que apresentam diversos usos na industria de tintas, plasticos,
plastificantes, sabbes duros, fibras sintéticas, pigmentos para tecidos, perfumes, batons,
cosméticos, papel, fertilizantes ou como lubrificante de motores de alta rotacéo e turbinas
de avides a jato, especialmente os extraidos de espécies do género Ricinus L. (BRAGA,
1976; MACHADO, 2007). A medicina popular também é contemplada com diversas
espécies da familia Euphorbiaceae: pelo uso do cha de efeito antilitiaco, diurético, anti-
hepatoxico e antiespasmadico, extraido de espécies do género Phyllantus ou o cha das
raizes de efeito cicatrizante, tonico e diurético de espécies do género Cnidoscolus sp Pohl
ou de espécies do género Euphorbia L., utilizadas como antidiarreicas (BRAGA, 1976;
MACHADO, 2007).

3.3 CONSIDERACOES SOBRE O GENERO Croton

Croton L., com cerca de 1.300 espécies, é 0 segundo maior género da familia
Euphorbiaceae s.s, que vao de ervas a arvores de grande porte (Tabela 01) (BERRY et
al., 2005; GOVAERTS et al., 2000; SILVA, 2016). Ocorre em abundéncia em todo o
planeta, com concentracdo significativa na Africa, México e Brasil (MACIEL et al.,
2013). Na América do Sul, o Brasil é o pais que congrega o maior nimero de espécies,
aproximadamente 350, onde podemos encontrar 62 espécies na caatinga (BERRY et al.,
2005; CORDEIRO et al., 2014), podendo também ser encontradas na Amazonia, cerrado,
e N0S Campos rupestres.

Essas espécies usualmente possuem folhas com dimensdes que véo desde 5,0a 12,0
cm de largura e 8,0 a 22,0 cm de comprimento, apresentando-se algumas vezes com pelos
estrelados, as demais, pelos lepidotos ou escamosos (SOBRAL, 2006).

E considerado um género com uma composicio quimica diversa. Isso faz com que
este género seja considerado altamente promissor para estudo de substancias naturais
farmacologicamente ativas (TORRES et al., 2020; GUTIERREZ et al., 2010).
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Tabela 01. Algumas espécies do género Croton ocorrentes no Brasil

C. abeggii Urb. & Ekman
C. antisyphiliticus Mart.
C. argyrophylloides Muell
Arg.

C. inaequilobus Steyerm

C. piptocalyx Mull. Arg.
C. priscus Croizat

C. pullei Lanjouw

C. cajucara Benth

C. caperoniifolius Mull. Arg.

C. campestres A. St
C. celtidifolius Baillon
C. cordifolius Baillon
C. crustulifer Croizat

C. cuneatus Klotz

C. jacobinensis Baillon

C. junceus Baillon

C. rhamnifolius Kunth

C. echioides Baillon

C. essequiboensis Klotzsch

C. maracayuensis Chodat &
Hassler
C. matourensis Aubl.
C. micans Baillon
C. microgyne Croizat

C. mucronifolius Mull. Arg.

C. sacaquinha Benth
C. salutaris Casar
C. sampatik Mull. Arg.
C. sepotubensisv Hoehne
C. sincorensis Mart. Ex
Muell Arg.
C. sonderianus Mull. Arg.

C. sphaerogynus Baillon

C. glechomifolius Mull. Arg.
C. goyazensis Mull. Arg.

C. gracilescens Mull. Arg.

C. nepetifolius Baillon

C. nummularius Baillon

C. tessmannii Mansf

C. tetradenius Baillon

C. hemiargyreus Muell Arg.

C. heterocalyx Baillon

C. ocalia Baillon

C. organensis Baillon

C. urucurama Baill

C. zehntneri Pax e Hoffm

Fonte. CORDEIRO et al., 2014

Os vegetais pertencentes ao género Croton apresentam aplicacdes medicinais para

0 tratamento de diversas patogenias como: diabetes, colesterol alto, problemas

gastrointestinais, leucemia, reumatismo, diarreia, anorexia, hepatite, obesidade e

problemas respiratorios. Sdo utilizadas diversas partes desta planta, destacando-se cascas,
folhas, raizes e sementes (SALATINO et al., 2007).

Estudos utilizando espécies da familia Euphorbiaceae revelaram a presenca de

diversos compostos de carater quimico biologicamente ativos, dentre eles destacam-se 0s
terpendides (BITTNER et al., 2001; SOUZA et al., 2005; HAESBAERT; LIMONAD
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2007; RAJESH et al., 2006). Esses possuem esqueletos: cembrandides, clerodanos,
neoclerodanos, halimanos, isopimaranos, cauranos, sarcopetalanos, labdanos, ésteres do
forbol e traquilobanos (BLOCK et al. 2004).

Diversas espécies do género Croton apresentam funcdes quimicas do tipo
aromaticos em sua estrutura. Dentre elas, podemos destacar os 6leos volateis, que podem
conter mono e sesquiterpendides e, as vezes, compostos derivados do chiquimato
(OLIVEIRA etal., 2001a; LOPES etal., 2003; SALATINO et al., 2007). O latex é uma
substancia que apresenta propriedades medicinais, podendo apresentar coloragéo
avermelhada e conter pré-antocianidinas e/ou alcaldides (SANDOVAL et al., 2005;
RISCO et al., 2003). Outros metabdlitos frequentemente relatados sdo 0s triterpenos e
compostos fendlicos, como flavondides, ligndides e pré-antocianidinas (SALATINO et
al., 2007; BARRETO etal., 2013).

3.4 Croton pullei var. glabrior LANJ.

Croton pullei var. glabrior LANJ. (Euphorbiaceae) € uma liana que cresce acima
de outras arvores e sdo distribuidas em areas tropicais (GALLENMULLER et al., 2001).
E popularmente conhecido como “sangue do dragdo”, devido a presenca de um liquido
viscosos de coloracdo avermelhada em seu interior, 0 qual remete a sangue de animas.
Ocorre no Brasil, apenas nos Estados do Para, Maranhdo e Roraima, sendo encontrado
também na Guiana e Guiana Francesa (Figura 01) (GUIMARAES, 2006).

Suas caracteristicas sdo de folhas palminérveas cujo indumento € estrelado na face
abaxial, constituida de estame de 10-100, flores pistiladas com pedicelos e sépalas
reduplicadas (valvadas) e estiletes multifidos (GUIMARAES, 2006).

Croton pullei destaca-se por ser uma liana com o célice da flor pistilada com os
lobos irregulares, assimétricos, reduplicados. Apresenta também uma rede de nervuras na
qual se ramifica até a sexta grandeza e grande quantidade de drusas distribuidas por todo
o limbo foliar (Figura 02) (GUIMARAES, 2006).

A espécie Croton pullei var. glabrior LANJ. ndo desenvolve estruturas
especializadas de escalada, tais como crescimento entrelagado, ganchos, espinhos ou
galinhas, porém espécimes maduros geralmente apresentam a aparéncia de cipds.
Todavia, nenhum arranjo anémalo de tecidos secundarios descrito para muitas outras
espécies de lianas tropicais é encontrado em hastes de C. pullei. (CABALLE, 1998;
FISHER; EWERS, 1996; SPECK et al., 1996).
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Figura 01. Distribui¢do geografica de Croton pullei var. glabrior LANJ ().
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Fonte. GUIMARAES, 2010.

Ja espécimes mais jovens de C. pullei mostram uma diversidade de posicoes e
orientagbes de crescimento e sdo independentes ou sustentadas pela vegetacdo
circundante. Andlises das propriedades mecéanicas desta especie tem de ser feita para
fornecer informagdes adicionais sobre a diversidade de estratégias de crescimento entre

formas de crescimento liandides (SPECK et al., 1996).

As hastes de Croton pullei sdo orientadas verticalmente e ndo sdo fixadas ou
suportadas pela vegetacdo circundante. Tornam-se, portanto, instaveis e chegam a um
comprimento maximo de cerca de quatro metros. As hastes suportadas abrangem 0s
principais eixos e galhos apoiados ou alojados entre as plantas hospedeiras
(GALLENMULLER et al., 2001).
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Figura 02. Croton pullei var. glabrior LANJ. (A) Ramo com inflorescéncia bissexuada; (B) Flor

estaminada; (C) Flor pistilada com calice assimétrico, reduplicado; (D) Ovario

Fonte. GUIMARAES, 2010.

Croton pullei var. glabrior LANJ. contém alcal6ides como a julocrotina (2-[N-(2-
methylbutanolyl)]-N-phenylethylglutarimide) (Figura 03) e glutarimidas A e B (Figuras
04 A e B) (SECCO, 1992; GALLENMULLER et al., 2001; BARBOSA et al., 2007).
Rocha et al. (2008) ao estudarem camundongos com extratos metandlicos de folhas de
Croton pullei observaram que o extrato reduzia significativamente o nimero de
contor¢cdes abdominais em camundongos, sugerindo uma atividade antinociceptiva da
planta. Além disso, a mesma amostra inibiu um edema na orelha de um camundongo e
reduziu a migracao leucocitaria no teste da peritonite induzida por carragenina, indicando
uma atividade anti-inflamatéria. De acordo com estes resultados, pode-se justificar o bom
uso medicinal de Croton pullei var. glabrior LANJ. (Euphorbiaceae), contra patdgenos
que causam dor e inflamacdo (MSHANA et al., 2000).
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Figura 03. Estrutura quimica da julocrotina

Fonte. ABREU et al., 2001

Figura 04. Estruturas quimicas das cotonimidas (A) A e (B) B
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Fonte. TRINDADE, 2010

Além das atividades mostradas anteriormente, hoje sabe-se que Croton pullei
apresenta efeito hipoglicemiante, atividade antiespasmddica, atividade antiulcerogénica
e antiproliferativa (FELIU, 2011; ROCHA et al., 2008).
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3.5 EXTRACAO DE PRODUTOS NATURAIS
3.5.1 Extracéo sélido-liquido (extracdo com solvente)

A extracdo solido-liquido é uma técnica comumente empregada para a obtencéo de
propriedades ativas de material botanico (CASTANEDA-OVANDO et al., 2009). E uma
técnica tradicional, na qual consiste na submersdo da planta em solvente durante certo
periodo com agitacdo. A separacdo € realizada quimicamente, sendo o solvente

posteriormente removido por evaporagio (GALVAO, 2004).

Entretanto, uma das dificuldades que se encontra ao utilizar essa técnica € a de ser
praticamente impossivel retirar, sem um grande dispéndio de energia e custos, todo o
solvente residual. Isso pode resultar em alteragdes quimicas nas moléculas e provocar
efeitos tdxicos nos consumidores (MELECCHI, 2005).

Para que a execucao da extracdo por solvente ocorra com éxito, € necessario levar
em consideracdo alguns pardmetros como a distribuicdo e proporcdo do constituinte
soluvel no sélido. Alguns fatores exercem influéncia na velocidade de extrag&o, tais como
a seletividade do solvente, o tamanho das particulas sélidas, viscosidade, a polaridade do
solvente, a acidez do meio, a agitacdo, a temperatura, a pressao e o tempo de extracao
(SIMOES et al., 2004).

Existem diversas técnicas para a extracdo solido-liquido de produtos naturais,
a escolha mais adequada dependera de natureza do material botanico utilizado e para
que fins serdo utilizados o produto. Alguns fatores como localizacdo geografica,
época da coleta, forma de cultivo, condigdes climéticas, idade do material vegetal,
periodo e condicOes de armazenamento podem influenciar no rendimento e no perfil
quimico dos extratos de plantas (SOARES et al., 1998). Na escolha de um método
extrativo, deve-se avaliar a eficiéncia, a seletividade, a estabilidade das substancias
extraidas e o custo do processo escolhido, considerando principalmente a finalidade

do extrato que se quer preparar (SIMOES et al., 2004).

A seguir, alguns exemplos de extragdo por solvente de produtos naturais sdo

mostrados:
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3.5.2 Maceragéo

Maceracao € um método de extracdo que consiste em manter em contanto o material
boténico a ser extraido e o liquido extrator em quantidades preestabelecidas, durante um
intervalo de tempo que podem ser horas ou dias, em recipiente fechado, &mbar ou que

ndo permita contato com a luz a temperatura ambiente (SHARAPIN et al., 2000).

A extracdo solido-liquido maceragdo ndo esgota o material botanico, seja devido a
saturacdo do liquido extrator ou ao estabelecimento de um equilibrio difusional entre o
meio extrator e o interior da célula. Se for necessario, pode realizar uma re-maceracao,
no qual o procedimento é refeito empregando a mesma matéria-prima utilizada no
processo anterior, mas com um liquido extrator novo (SIMOES et al., 2007; NOBREGA,
2012).

Ha dois tipos de extracdo, nas quais podem ser usadas de acordo com o
planejamento estudado: maceracdo estatica e maceracdo dindmica. A agitacdo é o que
difere as duas, uma vez que na maceracdo estatica a solucdo permanece em repouso
durante o tempo de extracdo pré-estabelecido e € realizada somente uma vez ao dia ou a
cada troca de solvente, por outro lado na maceracdo dindmica a agitacdo é constante
durante todo o processo de extracio (NOBREGA, 2012).

- Maceracdo Estatica — operacdo em que a extracao do material vegetal ocorre em
recipiente fechado, durante um periodo prolongado, em temperatura ambiente, com ou

sem renovac&o do liquido extrator (SIMOES et al., 2007).

- Maceracdo Dindmica — extragdo em que a matéria-prima organica fica em contato
com o solvente agitado mecanicamente, com isso, o liquido extrator fica sob agitacdo

durante o periodo de processo extrativo (SIMOES et al., 2007).
3.5.3 Percolagédo

Percolacdo é um processo que tem por objetivo passar o liquido extrator através do
material a ser extraido, até ser completamente esgotado. Ocorre uma extracao exaustiva
da droga vegetal sempre com o solvente renovado. A matéria-prima deve ser umedecida
previamente com o solvente durante um intervalo de duas horas em recipiente fechado
(SHARAPIN et al., 2000).

Em pequena escala, a percolacdo é empregada em extratores, denominados

percoladores, que podem ser conicos ou cilindricos, apresentam uma torneira em sua parte
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inferior, com o intuito de regular o fluxo do solvente. A altura de carga de matéria prima
no percolador deve corresponder a cinco vezes o diametro médio do equipamento
(SHARAPIN et al., 2000).

3.5.4 Soxhlet

Extracdo por Soxhlet é um processo continuo e um caso particular da extracao
sélido-liquido. E um método bastante empregado para extracdes de matrizes sélidas,
como em extracdes de propriedades ativas em material botanico. Porém apresenta
determinadas restricdes relacionadas ao tempo de extracdo a qual pode chegar a 72 horas.
Nesse procedimento, o solvente extrai os componentes da amostra a temperatura
ambiente; todavia o material extraido é colocado em contato com o solvente em ebulicdo
por todo o tempo de extracéo e, em algumas ocasides, isto pode provocar transformacoes
guimicas nos componentes extraidos (MIGUEL et al., 1989; SANTQOS, 2013).

3.5.5 Extracéo por ultrasson

Nesta técnica o material botanico é misturado ao solvente e ambos séo colocados
em um recipiente, que € imerso em um banho de ultrassom. Usualmente, a amostra é
submetida a varios solventes em ordem crescente de polaridade. O tempo de extracédo €
determinado de acordo com o0s compostos ativos que serdo extraidos. A frequéncia
utilizada € a propria do banho. Apés a extracdo, o material é submetido a filtracdo e
concentracdo (RODRIGUES, 2002).

3.5.6 Extracéo por micro-ondas

Nesse método a matéria-prima é posta em contato com agua destilada (solvente) e
ambos séo colocados em um baldo de fundo redondo. O bal&o vai para um forno micro-
ondas, ja programado com a poténcia e o tempo de extracdo desejados. Inicia-se o0
processo extrativo quando o solvente atinge seu ponto de ebulicdo e leva consigo as
propriedades ativas presentes no material botanico para o condensador. O condensado é
depositado no coletor. A separacdo do 6leo essencial é realizada por centrifugacao
(NASCIMENTO, 2011).

3.5.7 Extragéo por fluido supercritico
No método de extracdo de solidos com fluido supercritico o material tem que ser
macerado ou moido para facilitar a extragdo. Apds a preparagdo do material ele é colocado

no cilindro extrator. Em cada uma das extremidades do cilindro ha a presenca de uma
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capa protetora constituida de metal poroso que permite a livre circulagdo do fluido
supercritico e das substancias que serdo dissolvidas, enquanto o residuo permanece
intacto. Quando o fluido extrator passa no material botanico, as substancias ativas sao
dissolvidas e extraidos até um nivel de solubilidade de equilibrio, que ¢ de cerca de 10%
p/p. A solugdo gasosa sai do extrator e passa através de uma valvula redutora de pressao,
causando a precipitagdo dos componentes no separador; As propriedades ativas sdo
separadas do fluido extrator e entdo sdo recicladas pelo compressor, continuando o ciclo
até que todos os componentes sejam extraidos e coletados no separador. O fluxo do
solvente, a quantidade de gas, a pressao, a temperatura e o nimero de ciclos de extracao

sdo selecionados de acordo com os componentes a serem extraidos (TREASE, 1996).

3.6 COMPOSTOS FENOLICOS

Os compostos fenolicos formam o grupo mais humeroso e amplamente distribuido
de produtos naturais dentre os metabolitos secundarios (TSAO, 2010; HERRMANN;
WILLENS; JANKE, 2001; RON; WILLS; MORGAN, 2000; SIMOES et al., 2000).

Esse vasto grupo estd incluso em uma variedade de vegetais, frutas e produtos
industrializados. S&o estruturas que atuam como antioxidantes, seja pela sua habilidade
em doar elétrons ou hidrogénio, seja por seus radicais intermediarios estaveis, que
impedem a oxidacdo de lipidios. (BRAND-WILLIAMS; CUVELIER; BERSET, 1995).

Compostos fendlicos apresentam diversos grupos benzénicos caracteristicos, tendo
como substituintes grupamentos hidroxilas ligados a um anel aromatico, podendo ter
varios grupos substituintes, como carboxilas, metoxilas, outras estruturas ciclicas ndo
aromaticas, dentre outras (NYCHAS, 1995; CASTRO et al., 2004). Com base em sua
estrutura e na forma como os anéis fenolicos ligam entre si, sdo classificados em fendis
simples, &cidos benzoicos, acidos cindmicos, estilbenos, flavondides, biflavondides,
taninos, ligninas, entre outras (Tabela 02) (BALASUNDRAM, SUNDRAM; SAMMAN,
2006; RICE-EVANS, MILLER; PAGANGA, 1996; LORDELO, 2010).
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Tabela 02. Classes e estruturas quimicas dos compostos fendlicos

Classes

Estrutura quimica

Fendis simples

Acidos benzoicos

Acetofenonas, Acidos fenilacéticos.
Acidos cindmicos

Naptoquinonas

Xantonas

Estilbenos

Flavonoides, Isoflavondides
Lignanas

Biflavondides

Ligninas

Taninos condensados ou proantocianidinas

Ces-

Cs.C1
Ce-C2
Cs.Cs
CeCs
C6—Cl—C6
CG-CZ-CG
C6-C3-Cs
(Ce-Cs)2
(C6-C3-Ce)2
(Ce-Ca)n
(C6-C3-Céo)n

Fonte. Balasundram; Sundram; Samman (2006)

Os grupos de compostos fenolicos amplamente distribuidos nos vegetais sdo 0s

flavonoides, os quais apresentam muitas variacBes tais como flavonois, flavonas,

catequinas (Figura 05 A), antocianinas (Figura 05 B), isoflavonas e chalconas. Podem ser

encontrados em bebidas como cerveja, vinho tinto e cha e em alimentos como café e

cebola (LORDELO, 2010).

Figura 05. Exemplos de flavondides comumente encontrados: (A) catequinas e (B) antocianinas

(A)

(B)

Dentro dos ndo-flavonoides, podemos encontrar derivados dos 4&cidos

hidroxilbenzdico (Figura 06 A) e hidroxicinamico (Figura 06 B). A posicdo dos grupos
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hidroxilas e com a proximidade do grupo —CO2H em relacéo ao grupo fenil garantem a
atividade antioxidante dos néo-flavonoides (LORDELO, 2010).

Figura 06. Algumas estruturas do tipo ndo-flavonoides: (A) &cidos hidroxilbenzéico e do (B)
hidroxicindmico.

(A) (B)

Como mostrado anteriormente, uma das principais caracteristicas dos compostos
fenolicos é a sua capacidade antioxidante. Além disso, estudos mostram que sua atividade
antimicrobiana e antiflngica é elevada (ALMAJANO et al., 2008). Segundo Wen et al.
(2003), os éacidos hidroxicindmicos (ndo-flavondide) apresentam um efeito

bacteriostatico frente a pHs elevados.

3.7 PLANEJAMENTO E OTIMIZACAO DE EXPERIMENTO

Nos dias atuais, as empresas apresentam condicOes efetivas para determinar qual o
método de melhoria continua que pode ter um diferencial sobre seus concorrentes.
Softwares de controle estatistico ajudam na analise das diversas variaveis para que haja
uma tomada de decisdo gerencial viavel. Com isso, o éxito no direcionamento de esforgos
para 0s processos ocorre com mais facilidade. O planejamento experimental se mostra
como uma forma de verificagdo de processos produtivos ou prestagcdo de servicos, ou
ainda de projetos mais amplos e complexos (FONTAO, 2008).

O método estatistico promove as relacdes dos fendmenos entre si para obter
generalizagcOes sobre sua natureza, ocorréncia e ou significados. De acordo com Ribeiro,

Alves e Silva (2003), o método estatistico € um artificio de anélise planejada, no qual
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permite a obtencdo de conjuntos complexos e representacdes simples para assim,
constatar se essas verificagdes apresentam relagdes entre si.

A atividade estatistica mais importante ndo é aquela que somente analisa os dados,
mas também planeja experimentos em que esses dados sejam obtidos (BARROS NETO,
SCARMINIO; BRUNS et al., 2007).

Para a execug¢ao de técnicas de planejamento de experimentos ha a necessidade de
execuc¢ao de uma grande quantidade de calculos, o que requer o emprego de determinados
softwares computacionais de andlise estatistica para facilitar o desenvolvimento desta
técnica. Dentre esses softwares, pode-se citar: Minitab Statistical Software, Software
Statistica e Design Expert. Esses programas desempenham tarefas de estatistica basica,
como testes de hipdteses e intervalos de confianga, realizam calculos de regressao linear,
analise de variancia, graficos de superficie de resposta, planejamento fatorial, dentre

outros (TAHARA, 2008).

A Figura 07 mostra um processo de transformacdo de produtos, onde as variaveis
controlaveis (X1, X2 e X3) e ndo controlaveis (Z1, Z2 e z3) sdo combinadas e geram um

resultado (y). Sendo que as variaveis de saida do processo podem apresentar uma ou mais
caracteristicas de qualidade observaveis (MONTGOMERY, 2004).

Figura 07. Modelo geral de processo

Fatores Controlaveis

Y

Entrada Saida
e Processo
y
1 I I3

Fatores Nao-controlaveis

Fonte. MONTGOMERY, 2004

As vantagens quando se emprega o planejamento de experimentos sdo inlimeras.
Uma delas ¢ a reducao do nimero de experimentos ou repeticdes e o melhoramento da
qualidade da informagdo obtida por meio dos resultados. Isso faz com que haja uma

diminui¢do do trabalho para a execuc¢do dos experimentos e, como consequéncia, do



35

tempo e do custo final do processo. A andlise com base nos fatores pode-se verificar e
quantificar os efeitos sinérgicos e antagOnicos entre os fatores de interesse. Essa
caracteristica permite que a otimizagdo de mais de uma varidvel de saida seja realizada,
além de ser possivel, calcular e avaliar o erro experimental. O emprego do planejamento
experimental dependera da competéncia do profissional que quem faz seu uso, uma vez
que mais importante que os conhecimentos em estatistica ¢ o conhecimento de sua area
de atuagdo (RODRIGUES; IEMMA, 2009).

Para gerar um projeto experimental, ¢ preciso um numero de combinacdes de testes
experimentais. Muitos projetos experimentais fraciondrios sdo utilizados, onde
descartam-se os efeitos de mais alta ordem que, na pratica, ndo influenciam
significativamente na variavel de saida, além de aumentarem o niimero de experimentos
a serem executados (COSTA; FARIA et al., 1998).

Um exemplo do planejamento experimental é o denominado de 2X, onde K
representa o nimero de variaveis e 2 o nimero de niveis. Experimentos fatoriais sdo
demasiadamente empregados em locais onde as fontes externas de variagdo sao

geralmente bem controladas ou em laboratérios (COSTA; FARIA et al., 1998).

3.8 PLANEJAMENTO BOX-BEHNKEN (PBB)

O modelo Box-Behnken apresenta um arranjo de trés niveis (3¥) para o estudo da
quantificacdo de variaveis, em um planejamento de experimentos. Esse arranjo é formado
pela combinagéo fatorial 2k e um delineamento de bloco incompleto, onde apresenta
repeticdo do ponto central, para se medir a variabilidade experimental, mais um conjunto
de pontos fatoriais ancorados no ponto central definindo a regido de interesse (BOX;
BEHNKEN, 1960).

Esse planejamento permite que seja possivel a construcdo de um modelo
experimental de segunda ordem onde se pode otimizar ou caracterizar um processo com
um menor namero de experimentos. O modelo apresenta um nivel intermediario (0)
estabelecido para a condicéo de fatores.

O namero de experimentos necessarios para executar o0 modelo PBB é mostrado na
Equacédo (01), onde N é o nimero de experimentos, k 0 nimero de variaveis € Noé 0

numero de pontos centrais:

N = 2k(k — 1) + No (01)
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A matriz de planejamento de Box-Behnken para 3 variaveis de entrada ¢ mostrada
na Tabela 03, onde constam 3 repetigdes no ponto central totalizando 15 corridas

experimentais.

Tabela 03. Matriz de planejamento de Box-Behnken em ordem padronizada

CORRIDAS X1 X2 X3
1 -1 -1 0
2 1 -1 0
3 -1 1 0
4 1 1 0
5 -1 0 -1
6 1 0 -1
7 -1 0 1
8 1 0 1
9 0 -1 -1
10 0 1 -1
11 0 -1 1
12 0 1 1
13 0 0 0
14 0 0 0
15 0 0 0

Fonte. BOX; BEHNKEN, 1960

Em comparacdo com um planejamento fatorial completo que apresenta 3 variaveis
e 3 niveis com 27 experimentos, 0 Box-Behnken com apenas 13 experimentos mostra ser
mais econdmico pelo fato de reduzir nimeros de experimentos e eficiente por gerar menos
coeficientes, haja vista que a eficiéncia de um desenho experimental pela razdo entre o
numero de coeficientes gerados pelo nimero de experimentos executados (BEZERRA et
al., 2008; FERREIRA et al., 2007). O PBB diferencia-se do planejamento composto
central (PCC), uma vez que ndo contém pontos nos extremos da regido cubica, criado
pelos dois niveis fatorial, e contém um ponto central e possui maior eficiéncia. A

“eficiéncia de um planejamento” ¢ definida como sendo a divisdo entre o niumero de
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coeficientes estimados pelo modelo e o nimero de experimentos. A Tabela 04 mostra a

eficiéncia dos planejamentos PCC e PBB, para uma réplica (No = 1).

Tabela 04. Comparacdo da eficiéncia dos planejamentos PBB e PCC

. Ndmero de Eficiéncia
variavels NUmero de Experimentos (N) (p/N)

b coeficientes (p) PCC PBB PCC PBB
2 6 9 - 0,67 -
3 10 15 13 0,67 0,77
4 15 25 25 0,60 0,60
5 21 43 41 0,49 0,61
6 28 77 61 0,36 0,46
7 36 143 85 0,25 0,42
8 45 273 113 0,16 0,40

Fonte. BEZERRA et al., 2008; FERREIRA et al., 2007

3.9 ANALISE DE SUPERFICIE DE RESPOSTA

Segundo Montgomery; Myers (1995), a metodologia de superficie de resposta
(RSM, do inglés Response Surface Methodology) € uma colegéo de técnicas estatisticas
e matematicas, o qual é empregada para analisar e modelar problemas as quais a resposta
de interesse é influenciada por muitas variaveis e nos quais a resposta deva alcangar um
valor 6timo, sendo a relacdo da variavel de resposta e as variaveis independentes seja
desconhecida. A técnica de superficie de resposta tem sido empregada para otimizar
diversos processos, minimizando o niumero de experimentos, em sua maioria trabalhosa
e dispendiosa, permitindo a otimizacdo do processo e melhorando a qualidade dos
produtos (ANDRADE, 2009).

A superficie de reposta € um grafico que descreve o comportamento da resposta em
funcédo de fatores tomados dois a dois, permitindo, assim, avaliar quais fatores afetam o
sistema. A funcdo matematica que descreve a superficie de reposta € mostrada pela
Equacdo (02) onde xi, X2, ..., Xk representam os fatores experimentais, y € a variével

dependente (resposta), k € o numero de variaveis independentes estudadas e € ¢ o erro
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aleatorio associado a determinacdo experimental (HAALAND, 1989; RODRIGUES;
IEMMA, 2005; NETO, SCARMINIO; BRUNS, 2010):

y =1f(Xs, X2, .., X) + & (02)

Para determinar a superficie de resposta € obrigatorio a utilizacdo da relacéo
matematica entre a varidvel dependente e as variaveis independentes. O modelo linear,
deve ser o primeiro a ser verificado. Esse modelo é representado pelo polindmio de
primeira ordem abaixo, no qual So, S1, f, ..., Sk representam os coeficientes desta Equagéo
(03):

Yy = o+ X1+ foXo+ ..+ X+ € (03)

Se a andlise da variancia (ANOVA, do inglés Analysis of Variance) mostrar que o
modelo linear ndo se ajusta bem as respostas experimentais, pois ha a presenca de uma
curvatura na superficie de resposta, a funcao a ser aproximada no conjunto de resultados
é¢ um polindbmio de maior ordem, como um modelo quadratico, representado pelo

polinémio Equacdo (04):

Y= Po+ iy Bixi+ Xy Buxi+ X X Bixixj+ & (04)

Vale ressaltar que a determinacdo experimental possui sempre um erro aleatorio
intrinseco. Portanto, 0 modelo a ser estudado sera aquele que possui a soma dos quadrados
dos residuos, ou seja, as diferencas entre os valores observados e as suas estimativas de
acordo com o modelo (Ye?, onde e; = y; — Y; , sendo e; o residuo do modelo, y; é o valor
de uma medida experimental i e Y; refere-se ao valor previsto pelo modelo) é minima,
razao pela qual esse método é chamado ajuste por minimos quadrados, também conhecido
como analise de regressao (NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2010).
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3.10 FUNCAO DESEJABILIDADE

Existem diversas possibilidades para descobrir os niveis dos fatores que irdo
produzir o conjunto de resposta mais satisfatério, onde isto varia de acordo com o
problema estudado. Quando o nimero de fatores significativos avaliados permitir a
visualizacdo dos modelos ajustados, e se 0 nimero de respostas ndo for grande demais,
pode-se sobrepor as superficies de respostas e localizar a melhor regido por uma anéalise
visual. Entretanto, se o estudo objetiva minimizar ou maximizar uma determinada
resposta mantendo as outras respostas sujeitas a determinadas restri¢cdes, podemos utilizar
métodos de programacao linear. Se estes softwares nao forem suficientes, pode-se utilizar
a metodologia de otimizacdo simultdnea (BARROS NETO, SCARMINIO; BRUNS,
2007).

Sendo um dos métodos mais aplicados na inddstria para a otimizacao simultanea de
processos com multiplas respostas, a funcéo desejabilidade proposta por Derringer; Suich
(1980), baseia-se na ideia de que a qualidade de um produto ou processo, com multiplas
caracteristicas de qualidade é completamente inaceitavel, quando pelo menos uma destas
caracteristicas excede os limites desejados em um intervalo de [0, 1], onde 0 significa um
valor inaceitavel e 1 o valor mais desejavel.

A desejabilidade global, D, é mostrada na Equacdo (05), e nada mais é do que a
média geométrica das m desejabilidades individuais, artificio pelo qual a otimizacao
simultdnea das vérias respostas se reduz a maximizacdo de um Unico valor, a

desejabilidade global.

D="/d,d,..d, (05)

De acordo com Neto; Scarminio; Bruns (2007), é necessario descobrir 0s niveis dos
fatores que maximizem o valor de D, com a vantagem de que o uso da média geométrica
faz com que a desejabilidade global se anule sempre que uma das respostas tiver um valor
inaceitavel, mesmo que os valores das outras respostas sejam satisfatorios.

Sendo que: m corresponde ao numero de respostas.

Vale ressaltar que quando dm for totalmente indesejavel (dm = 0), entdo a
desejabilidade global é igual a zero.

Ao desejar minimizar, maximizar ou adotar um valor mediano de resposta, alguns

tipos de funcbes desejabilidade podem ser utilizadas. As abordadas utilizadas por
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Derringer; Suich (1980) podem ser encontradas em programas como o Statistica 7.0, que
sdo baseadas nos principios a seguir: seja Li, Ls e M, os valores inferior, superior e
mediano, respectivamente, os quais sdo desejados para a resposta ¥, com Li <M < Ls.

Os expoentes s e t determinam a importancia da fungédo para encontrar o valor
desejado. Para s =t =1, a funcédo desejabilidade aumenta linearmente com M; paras <1,
t< 1, afuncdo é convexa; e paras >1,t>1, a funcdo é concava.

Quando a resposta deve ser maximizada, a desejabilidade individual é definida na

forma da Equagéo (06):
0 Y<L,
=]l =k L<Y<M
M-L,
1 Y>M

(06)

Quando a resposta deve ser minimizada, a desejabilidade individual é dada pela

Equacéo (07):

1 M<Y
~ t
d=Jl L =Y M<Y<L,
L.—M
Y"'>Ls

(07)

Ja quando a resposta é do tipo mediana, a funcao desejabilidade individual se torna
bilateral, onde o valor desejado é encontrado entre o limite inferior e superior, sendo

definida pela da Equacéo (8):
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0 Y <L,
[Y_L‘J L<Y=M
M—L,
d= .

L. —Y M<Y <L,
L.—M

0 Y>L,

(08)

Os valores de d e D e seus respectivos conceitos de qualidade, podem ser
classificados de acordo com os indices sumarizados na Tabela 05 (AKHANAZAROVA,;
KAFAROV, 1982).

Tabela 05. Estimativas padrdo para escala de desejabilidade

Valores d ou D
(Desejabilidade)

Descricao da resposta
(qualidade equivalente)

0,80a1,00 aceitavel e excelente
0,62 20,80 aceitavel e bom
0,37 20,63 Aceitavel, porém pobre
0,20a0,37 valor limite

0,00 a0,20 Inaceitavel

Fonte. Akhanazarova e Kafarov (1982)

3.11 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE (DPPH)

Antioxidantes séo estruturas heterogéneas que, em baixas concentragdes, atrasam
ou previnem a oxidacdo de substratos suscetiveis (EVANS et al., 2004). Para considerar
um bom antioxidante, algumas caracteristicas devem ser consideradas, tais como: ser bom
doador de elétrons ou hidrogénio ao radical; capacidade de deslocamento do radical
formado em sua estrutura, em fungédo de seu potencial de reducdo; capacidade de quelar
metais de transicdo (por exemplo ferro e cobre); acesso ao local de acdo, isto €, ter
capacidade hidrofilica ou lipofilica (SUCUPIRA et al., 2012).

Logo, a atividade antioxidante presente em produtos naturais, sobretudo a inibicéo
da reacdo em cadeia, € um parametro notavel na determinacdo do potencial
quimiopreventivo (CERQUEIRA et al., 2007).
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As atividades antioxidantes de derivados vegetais tém sido avaliadas por diferentes
métodos, dentre eles pode-se citar os colorimétricos que estdo relacionados a habilidade
dos antioxidantes em neutralizar radicais como o DPPH; (Figura 08 A e B) ou ABTS [sal
de amonio do acido 2,2’-azinobis/(3-etilbenzenotiazolina-6-sulfonico)] (HOTTA et al.,
2001; BLASCO et al. 2004; MORIMITSU; OKAZAKI, 2009).

O sequestro do radical livre DPPH foi um método sugerido incialmente na metade
do século XIX, com o intuito de descobrir doadores de hidrogénio em produtos naturais,
e, posteriormente para determinar o potencial antioxidante em fendlicos individuais e
alimentos (ROGINSKY; LISSI, 2005). E um dos métodos mais utilizados para
verificagédo da atividade antioxidante (TIVERON, 2010).

Esta técnica consiste em dispor da capacidade de captura do DPPH pelos compostos
antioxidantes, sendo que o 2,2-difenil-1-picrilhidrazina fornece um maximo de
absorbancia no comprimento de onda de 515 nm. Ap0s a adi¢do do antioxidante, observa-
se uma diminuicao da absorbancia, proporcional a concentracao e a atividade antioxidante
da amostra (BRAND-WILLIAMS, CUVELIER; BERSET, 1995).

E necesséario ressaltar que existem dois pardmetros que apresentam muitas
variacGes quando aplicados: a concentracdo inicial de DPPH e o tempo de reacdo. A
concentracdo inicial pode variar de 0,025 g/L a 0,415 g/L. J& o tempo de reacdo pode ser
fixo de 30 minutos ou o tempo que leva para alcancar o estado de equilibrio. Na literatura,
observam-se, entretanto, caracteristicas comuns: o emprego de solventes (metanol,
etanol) e 0 monitoramento da cinética da reacdo. (TIVERON, 2010).

Segundo Tiveron (2010), uma vantagem deste método é que o radical livre é estavel
e estd disponivel comercialmente, 0 que evita sua geracdo por distintas formas além de

facilitar seu uso.
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Figura 08. Processo antioxidativo (A) reacdo para capturar o DPPH e (B) alteragéo de

coloracdo.
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Fonte. OLIVEIRA, 2015

3.12 RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR (RMN)

O conjunto de atomos de hidrogénio (nucleos) apresenta um determinado estado de
spin nuclear, que acaba reagindo com o campo magnético externo, e com isso, € possivel
desdobrar em dois estados, semelhantes a niveis de energia quando se discute excitacdo
eletrdnica, mas nesse caso sdo aberturas de dois niveis de energia para os prétons. Ao
aplicar uma determinada radiofrequéncia, parte dos nucleos saem do estado fundamental,
estado de menor energia, e passam para o estado de maior energia. A diferenca de energia
emitida é dita ressonancia magnética nuclear (RMN).

O RMN permite a obtencdo de informacdes estruturais e dindmicas para todos os
estados da matéria. E comumente aplicada para se determinar estruturas moleculares em
estado liquido. Ganha destaque em andlises de fluidos bioldgicos, 6rgdos de seres vivos,
produtos alimentares. A caracterizacdo sinal de RMN da dgua em diferentes ambientes
gerou, também, o dominio do homem sob a imagem por ressonancia magnética, que é
amplamente utilizada em &reas como medicina, fisica e quimica (BANDOCH, 2008).

Em laboratérios de quimica a técnica de RMN é comumente empregada para a
determinagdo de estruturas de produtos naturais. Todavia indeterminacdes de
estereoquimica e de deslocamentos quimicos sdo comumente encontradas durante a
andlise de moléculas através da ressonancia magnética nuclear. Com isso houve uma
crescente procura de softwares de modelagem molecular como alternativa promissora

para auxiliar as técnicas empiricas de RMN. Através disso, foi possivel obter resultados
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precisos e em tempos consideravelmente pequenos (BRASIL et al., 2010; SOUZA et al.,
2015).

A relacdo entre as previsdes tedricas e os resultados obtidos experimentalmente
mostra 0 qudo importante sdo as simulagdes computacionais na ciéncia. A melhoria de
algoritmos que utilizam softwares de calculos quanticos junto com o desenvolvimento de
computadores fez com que célculos ab initio, com metodologia DFT, para moléculas
organicas se transformassem em uma ferramenta amplamente utilizada em estudos de
dados de RMN de produtos naturais. (FARIAS, 2013; SOUZA et al., 2015; STEINBECK,
2004).

3.13 DOCAGEM MOLECULAR

A docagem molecular é um método que pressupe a orienta¢do mais estavel na qual
uma estrutura molecular ird acoplar a outra. Descobrindo a melhor orientacéo é possivel
prever as afinidades de ligacdo ou forgas de associacao entre ambas as moléculas. Este é
compreendido como um procedimento virtual que objetiva acoplar ou colocar
computacionalmente uma molécula (inibidor) em sitios de ligacdo de uma macromolécula
bioldgica (alvo molecular) (COHEN et al., 2010; LENGAUER; RAREY, 1996;
SOTRIFFER et al., 2000). Ao selecionar o alvo molecular, a estrutura que ira ligar-se a
ele pode ser utilizada como potencial molécula terapéutica (SHOICHET, 2004).

O processo de interacdo entre as moléculas envolve fatores como entrdpicos
(energia termodinamica oriunda das reagBes quimicas ocorrentes) e fatores entalpicos
(energia maxima interna do sistema). Ao considerar a flexibilidade da estrutura ligante e
da proteina alvo, o0 ambiente proteico na distribuicdo de cargas do ligante pode interagir
com moléculas de dgua no meio (SOUZA, 2012).

A combinacdo das componentes algoritmo de busca e funcdo de pontuagdo sé&o
descritas como protocolos de docagem molecular. O algoritmo busca possiveis
combinagdes nas ligacOes, resultando na exploracéo de graus de liberdade translacional e
rotacional e conformacional da estrutura ligante e da proteina alvo. Ja a funcéo de ligacédo
é empregada para obter os modos de ligagdo mais apropriados (mais proximos dos
resultados experimentais). Para a obtencdo das funcBes score € necessario observar 0s
parametros empiricos de célculos de energia, bem como os campos de forga mecénica
(DE MOLFETTA, 2007; VERDONK et al., 2003).
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3.14 MICROORGANISMOS

As doencas infecciosas, sobretudo causadas por bactérias e fungos, sdo causadoras de
morbidade e mortalidade, especialmente em paises em desenvolvimento (BETONI et al.,
2006). Segundo a Organizacdo Mundial da Saude, as infec¢des sdo responsaveis por 25%

das mortes em todo o0 mundo e 45% em paises desenvolvidos (WHO, 2001).

Os antimicrobianos ou antibioticos sdo farmacos utilizados com o intuito de
provocar a morte ou inibir o crescimento de determinado agente microbiano. Eles séo
oriundos de substancias geradas pelos proprios microrganismos e podem ser de origem
vegetal ou mesmo sintéticas (TRABULSI; GUILLONNEAU 2005).

Porém a resisténcia microbiana aos antibidticos é um problema de grande relevancia
enfrentado nas Ultimas trés décadas. Um microrganismo € resistente a um antibiotico
quando é capaz de crescer in vitro em presenca da concentracdo inibitéria minima deste
farmaco. A resisténcia pode ser natural, onde os genes da bactéria codificam enzimas que
inativam o mecanismo de acdo do farmaco; ou adquirida, quando a bactéria se torna
resistente a um farmaco sensivel, por meio da aquisicao de fatores genéticos ou mutacao
em seus genes de defesa (TAVARES, BERTOLDI; MUCCILLO-BAISCH, 2008)

Com o aumento de microrganismos patogénicos resistentes a diversas drogas
associado com crescimento do numero de pacientes imunocomprometidos, surge a
preocupacdo para a procura de alternativas terapéuticas (ANTUNES et al., 2006;
OLIVEIRA, BRANDELLI; TONDO, 2006; JOHANN et al., 2007).

Diversas medidas sdo propostas para sanar esse problema, sendo uma delas a
procura de novos antimicrobianos a partir de espécies vegetais (BELLA CRUZ, 2010).

Pesquisas com vegetais tém comprovado seu potencial antimicrobiano no
tratamento de diversas patogenias. Com isso, hd uma enorme busca pela recuperacao de
pesquisas sobre a atividade antimicrobiana, mecanismo de agdo e potenciais de usos
destas espécies (LIMA et al., 2006).

Os antimicrobianos adquiridos através do uso de plantas medicinais tém sido uma
excelente alternativa para o tratamento de patogenias devido aos seus altos potenciais
terapéuticos e uma Otima via para paises em desenvolvimento, haja vista que estes
apresentam uma vasta biodiversidade a ser explorada, como é o caso do Brasil
(CALIXTO, 2005). Ademais, 0 uso desses vegetais € mais vantajoso que 0S
antimicrobianos sintéticos, uma vez que os efeitos colaterais sdo diminutos (BELLA

CRUZ et al., 2010). Como principais responsaveis pela atividade antimicrobiana de
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plantas medicinais tém-se alcaloides, flavonoides, taninos, terpenos e saponinas (SOUZA
etal., 2007).

Cré-se que diversos 6leos essenciais apresentam um efeito antimicrobiano através
de modificagdes na estrutura da parede celular do microrganismo, alterando a
permeabilidade de membrana citoplasmatica pela modificacdo no gradiente de ions
hidrogénio (H*) e potassio (K*), resultando na interrupgdo dos processos essenciais da
célula, como transporte de elétrons, translocacéo de proteinas, etapas da fosforilacédo e
outras reacOes dependentes de enzimas, causando perda do controle quimiosmotico da
célula afetada e, consequentemente, provocando a morte bacteriana (DORMAN;
DEANS, 2000).

As bactérias podem ser classificadas em Gram-positivas ou Gram-negativas. As
diferencas entre esses grupos sdo baseadas principalmente nas suas propriedades de
permeabilidade nos componentes de superficie (JAY, 2005).

A parede celular desses microrganismos € constituida principalmente de
peptideoglicano, um polimero misto de aclcares e aminoacidos. Quando se fala de
bactérias Gram-positivas, este polimero apresenta uma camada espessa (20-80 nm)
externa a membrana celular e pode conter outras moléculas. J& as Gram-negativas, a
camada peptideoglicana é delgada (5-10 nm) e superposta por uma membrana externa,
ancorada a moléculas lipoproteicas no peptideoglicano (TRABULSI et al., 1999).

Destarte, o presente estudo busca analisar as bactérias Gram-positivas
(Staphylococcus aureus), as Gram-negativas (Proteus mirabilis, Pseudomonas
aeruginosa e Salmonela typhi) e o fungo Candida albicans, frente a moléculas da planta
Croton pullei var. glabrior LANJ.

= Candida albicans é definida como levedura que frequentemente esta envolvida na
etiologia de infec¢des. Candidiase € caracterizada como a infeccdo fingica mais comum,
sendo seu agente etiologico mais frequente a C. albicans. Podemos encontrar outras
espécies nos quais estdo incluidas no género Candida, como C. krusei, C. parapsilosis,
C. tropicallis, onde também podem transmitir a candidiase. Os quadros clinicos mais
rotineiramente reportados relacionados a candidiase sdo a do tipo cutdneo-mucosa,
sistémica/visceral e alérgica (LIMA et al., 2006).

= Staphylococcus aureus é conhecido como um importante patégeno humano ha
varios anos (KLUYTMANS; WERTHEIM, 2005). Microrganismo de carater versatil, S.
aureus é responsavel por diversas doencas, incluindo pneumonia, osteomielite,

bacteremia, infeccdes da pele, de feridas, do sistema nervoso central, do trato urinario e
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infeccBes associadas com dispositivos intravasculares, septicemia, endocardite dentre
outras. (CROSSLEY et al., 1997; FEIL et al., 2003; FEY et al., 2003; GORDON ;
LOWY, 2008). Esta bactéria tem despertado a atencdo das industrias alimenticias pela
resisténcia a altas temperaturas, a desinfetantes e a solugdes antissépticas, além de
apresentar elevada capacidade em desenvolver resisténcia a diversos antibidticos ativos
contra bactérias Gram-positivas (FORSYTHE, 2002).

= Salmonella thyphimurium apresenta uma ampla variedade e espécies (mais de
2.300 variedades soroldgicas). Esta bactéria pode transmitir patogenias, como
gastrenterite, infeccdo intestinal do endotélio vascular e febre tifoide. Sendo que estas
infeccOes variam de acordo com o tipo sorolégico da bactéria, idade e estado imunolégico
do hospedeiro. (FRANCO; LANDGRAF, 2008; SCHAECHTER et al. 2002).

3.15 ENZIMA DIHIDROFOLATO REDUTASE: Candida albicans (PDB ID:
1A19)

A Dbusca de agentes antifungicos, principalmente em inibidores da enzima
dihidrofolato redutase (DHFR), vem sendo estimuladas uma vez que o aumento de
infeccbes flngicas estdo aumentando principalmente entre pacientes com AIDS. A
inibicdo de DHFR é um mecanismo bem estabelecido de acdo da droga. O DHFR catalisa
a reducdo de acido di-hidrofélico em acido tetra-hidrofélico (FH4). Quando ndo ha a
sintetizacdo do DNA como resultado da inibicdo do DHFR hé a ocorréncia de morte
celular (CHAN et al.,1995; STERNBERG, 1994; SCHWEITZER, DICKER; BERTINO,
1990).

A escolha do DHFR como alvo molecular para a geragdo de agentes antifungicos é
complicada uma vez que a enzima esta presente em microorganismos e humanos. Logo,
com o intuito de minimizar as toxicidades relacionadas ao DHFR para o hospedeiro
humano, o agente antifingico deve ter a capacidade de inibir precisamente a enzima
fangica. Tal inibicdo seletiva da espécie de DHFR pode ser util em outras aplicagdes
terapéuticas (CHAN et al.,1995).

3.16 ENZIMA tirosil-tRNA: Staphylococcus aureus (PDB 1D: 1J1J)

Tirosil-tRNA sintetase é considerada uma enzima extremamente atraente para a
geracdo de novos agentes antimicrobianos (XIAO et al., 2011). E pertencente as
aminoacil-tRNA sintetases (aaRSs) onde é responsavel pela catalizacdo da ligacéo

covalente de amino&cidos ao seu respectivo tRNA com o intuito de constituir tRNA
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carregado. Portanto, a inibi¢do da aarSs afetara o crescimento celular devido ao seu papel
essencial no processo de biossintese das proteinas (PISANO et al., 2019).

Um aminoacido € condensado com uma molécula de ATP para gerar o
intermediario aminoacil-adenilato estavel e entdo é levado para um tRNA cognato
gerando um produto desejado (FERSHT et al., 1985). Devido ao papel essencial das
sintetases, os inibidores das aminoacil-tRNA podem ser drogas bacterianas promissoras
(SCHIMMEL, TAO; HILL, 1998).

Uma vez que bactérias multirresistentes estdo cada vez mais prevalentes e sdo uma
ameaca a salde publica, é possivel obter quantidades significativas de aminoacil-tRNA
sintetases, em especial com cepas virulentas como Staphylococcus aureus, e usa-las para
geracdo de inibidores atraves de triagem de alto rendimento de bibliotecas de compostos
(QIU et al., 2001).

3.17 ENZIMA SIALIDASE: Salmonella thyphimurium (PDB ID: 1DIM)

Sialidases catalisam a remocéo de acido de diversos gliconjugados. Em animais,
foram localizadas em muitos tecidos, onde as enzimas realizam fungdes como
regulamento do perfil do &cido siélico da superficie de células. Essa regulacdo é util para
a apoptose, sistema imunolégico e para as meias-vidas da célula circulante. A
nomenclatura ‘acido sidlico’ é uma nomenclatura genérica para uma vasta familia de
analogos, as quais ocorrem naturalmente, do acido N-acetil neuraminico. A ocorréncia de
varios analogos esta relacionada com o tipo de célula, tipo de tecido, idade celular e
espécie, que protegem o ataque de sialidases em glicoconjugados. Portanto, o equilibrio
das sialidases e dos acidos sialicos sdo importantes para ajustar determinados fendmenos
em células animais (SCHAUER, 1985; PITTATTE; BIGNON; LAMBRE, 1993,
BRATOSIN et al., 1995; PETER et al., 1995; VRKI, 1992; TAYLOR, 1996).

H& uma grande exploragcdo de patdgenos microbianos na localizagdo dos acidos
sidlicos em teminais de diversos complexos de carboidratos associados a células animais.
Patogenos, como a Salmonella thyphimurium, reconhecem o acido sialico para ligacdo
celular e esses microoganismos que aderem as sialidases a utilizam como auxiliador de

suas necessidades nutricionais e/ou na sua patogénese (TAYLOR, 1996).
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 MATERIAL
4.1.1 Obtencéo do material botanico

As cascas do caule de Croton pullei LANJ. foram coletadas no municipio de
Peixe-Boi, a 157 km da capital Belém, no estado do Para com coordenadas 1°06'04.6"S
47°19'43.7"W (Figura 09), utilizando o aplicativo Google Maps. A coleta foi realizada

no periodo matutino, no décimo nono dia do més de Outubro de 2020 (Figura 10).

Figura 09. Local de coleta da planta Croton pullei var. glabrior LANJ. (Coordenadas
1°06'04.6"S 47°19'43.7"W)

Figura 10. Material coletado
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As cascas do caule do material botanico foram secas em estufas com ar circulante
a40°C por 72 horas, para remocao prévia de umidade. Posteriormente as matérias-primas
foram submetidas a processo de trituragdo utilizando moinho de facas (Figura 11). Apos
isso, realizou-se a analise granulométrica obtendo material do tipo pé fino, médio e grosso
nos quais foram destinados ao planejamento experimental utilizando extracdo do tipo
solido-liquido em um extrator de ago-inox. A casca do caule do Croton pullei var.
glabrior LANJ. foi pesada obtendo uma massa em torno de quatro quilos (3.996,56
gramas), deste material foram pesadas quinze amostras de cem gramas (100 g), cada uma,

sendo quatro amostras do material dito po fino, sete do pé médio e quatro do pd grosso.

Figura 11. Moinho de facas

4.2 METODOS

4.2.1 Determinacédo da Umidade esidual

O teor de umidade pode ser determinado através de trés métodos distintos, sendo
eles: o gravimétrico, o azeotrdpico e o de Karl Fischer (FARMACOPEIA BRASILEIRA,
2010; RODRIGUES, 2017).

Foi empregado neste estudo o método gravimétrico com balanca por infravermelho,
no qual consiste em colocar uma porcdo da amostra a ser analisada no coletor de aluminio
que esta contido dentro do aparelho, acionar 0 mesmo e anotar o valor, em percentual, da
umidade que aparecerd no aparelho, apds alguns minutos de funcionamento.
(RODRIGUES, 2017).
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Preparou-se uma amostra representativa, homogénea e isenta de impurezas. Colocou-
se na bandeja do aparelho 2g de material botanico. Ao se passar 20 (vinte) minutos um
alarme soa e o display do aparelho mostra o percentual de umidade da amostra. A leitura
foi realizada em um analisador de umidade por infravermelho (Figura 12) (modelo IV
2500, marca Gehaka).

Figura 12. Analisador de umidade por infravermelho

4.2.2 Analise Granulométrica

Peneiras da série Tyler (W.S. Tyler, USA) foram selecionadas e pesadas para a
realizacdo do estudo em questdo. Para a analise empregou-se uma massa total de 3.996,56
g. Apos isso, o equipamento foi ligado, depois de 15 min, sob agitacdo ROTAP (Agitador
de Peneiras com Batida Intermitente) (Figura 13), as peneiras foram pesadas novamente
para a determinacao da quantidade de amostra retida em cada peneira. As massas obtidas

foram acondicionadas em sacos plasticos.
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Figura 13. Equipamento ROTAP em funcionamento

s

4.2.3 Caracterizagdo do Material Botanico

O material boténico foi identificado através da exsicata, realizada na Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA), campus Belém, pelos especialistas do
laboratorio de botanica-herbario, Manoel Nascimento, Ednaldo Nascimento e Silvana
Tavares. A exsicata de codigo 01, foi preparada para sua identificacdo (Figura 14),
acompanhada de um cartdo de identificacdo contendo dados da espécie em questdo e de

sua coleta.

Figura 14. Exsicata preparada para identificacdo de sua espécie

1



https://pt.wikipedia.org/wiki/Empresa_Brasileira_de_Pesquisa_Agropecu%C3%A1ria
https://pt.wikipedia.org/wiki/Empresa_Brasileira_de_Pesquisa_Agropecu%C3%A1ria
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4.2.4 Planejamento Experimental de Extracéo
4.2.4.1 Extracdo Convencional

O Planejamento fatorial de Box-Behnken (1960) € usualmente empregado quando
se deseja otimizar um processo avaliando a sua eficiéncia. Além disso, possibilita a
deteccdo da necessidade ou falta de ajustes. No estudo do processo de extracdo do
material botanico em estudo foi utilizado um modelo constituido em trés niveis (+1, 0, -
1), com trés replicatas no ponto central, totalizando 15 ensaios.

A temperatura empregada foi em graus Celsius, granulometria em mm e a relacao
massa fixa de material botanico em gramas, por volume em mL, como variaveis de
entrada. Estas foram codificadas por X1, X2 e Xz respectivamente, como mostra a Tabela
06.

Em relacdo aos fatores fixos tém-se a agitacdo (100 rpm), massa do material

botanico (100 g) e o tempo de extracdo (120 min).

Tabela 06. Variaveis de entrada e seus respectivos niveis

VARIAVEL REAL VARIAVEL NIVEIS
(UND) CODIFICADA 1 0 1
Temperatura (°C) X1 30 45 60
Granulometria (mm) Xa 0,094 0,913 1,700
Relacdo S/L (g/mL) X3 1:4 1.5 1.6

Para as variaveis de entrada, o rendimento percentual do extrato obtido,
quantificacdo de compostos fendlicos e avaliacdo da atividade antioxidante foram
avaliados como anélise de resposta.

Os testes experimentais foram dispostos de forma aleatdria, como é fornecido pela

matriz de planejamento (Tabela 07).



Tabela 07. Matriz do Planejamento da Extragdo Convencional

VARIAVEIS CODIFICADAS

ENSAIOS X, X, X,
1 -1 -1 0
2 1 -1 0
3 -1 1 0
4 1 1 0
5 -1 0 -1
6 1 0 -1
7 -1 0 1
8 1 0 1
9 0 -1 -1
10 0 1 -1
11 0 -1 1
12 0 1 1
13 0 0 0
14 0 0 0
15 0 0 0

X1= temperatura; X,= granulometria; Xs= Relagdo massa solvente

4.2.4.2 Operacdo do equipamento
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Para o processo de extracdo convencional, utilizou-se em escala laboratorial, um

extrator encamisado, feito de ago inoxidavel, com agitador mecénico, marca QUIMIS,

acoplado a um banho criostatico de circulacdo de fluido, marca HAAKE. A parte superior

do extrator dispde de 3 orificios, 0s quais sdo utilizados um para introducdo do agitador

mecanico, um para o termémetro e outro era fechado com um bico de vidro (Figura 15).

Periodicamente, media-se a temperatura interna do reator. Esses procedimentos foram

realizados no Laboratorio de Produtos Naturais (LEPRON) localizado no laboratério de

Engenharia Quimica da Universidade Federal do Para.

O agitador era fixo no centro do reator para ndo se obter falhas rotacionais no

decorrer da analise. Sempre que se observava vibracdes na lateral do reator, ajustava-se

0 mesmo de certa forma a minimizar estas vibragoes.
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O agitador mecéanico empregado para a realizacdo deste estudo possui capacidade
de até 1.000 rpm, o qual esta fixo no suporte do reator; ja a hélice do agitador apresenta
3 pas (tipo marinha).

A extracdo é uma operacao cujo objetivo ¢ separar uma substancia de interesse de
uma matriz sélido ou liquida utilizando um solvente (MARAMBIO; ACUNA; DEL
CARMEN PIZARRO 2007).

O solvente etanol foi escolhido devido a sua alta polaridade, ndo ser toxico, ter

baixo custo ¢ facilidade de evaporag¢do (uma vez que seu ponto de ebuligdo é baixo).

Figura 15. Sistema para extracao

Apbs a montagem do extrator e acoplando-o no banho criostatico e agitador, o0s
procedimentos a seguir foram realizados:
1. Foram adicionados ao extrator, 0 material boténico e o solvente (etanol), seguindo
o0 planejamento padrao;
2. A temperatura foi ajustada também de acordo com a matriz.
3. O sistema foi fechado. O agitador ligado;
4. Apds o tempo de extracdo da amostra se esgotar, o extrato foi retirado e separado
da torta através de uma filtracdo simples;
5. Assolugdo filtrada foi colocada em uma vidraria limpa, seca, que foi previamente
e posteriormente pesada;
6. A torta foi coberta por um papel aluminio e reservada.
E de extrema importéancia salientar que o banho criostatico é conectado ao extrator
para que haja um fluxo de circulago interna do fluido. Ademais o sistema é devidamente
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ligado, quando a temperatura (definida pela matriz de planejamento) é atingida, sendo

controlada pelo sistema de resfriamento/aquecimento.

Apl6s as extracBes convencionais, as amostras foram filtradas a vacuo e
posteriormente levadas ao evaporador rotativo (marca QUIMIS, modelo Q344B2), como
é ilustrado pela Figura 16. Este equiamento teve a funcdo de retirar o méximo de solvente
ainda existente nas amostras. Para isso, utilizou-se a temperatura de aproximadamente
60°C no evaporador rotativo. Esses procedimentos também foram realizados no
Laboratério de Produtos Naturais (LEPRON). Apés isso, obtém-se os extratos como
mostra a Figura 17 (A) e (B).

Figura 16. Evaporador rotativo em funcionamento

Figura 17. Extratos obtidos da extragcdo (A) com tampa e (B) sem tampa

(A) (B)

4.2.5 Célculo do rendimento dos extratos (%)

Para obter o rendimento da extragdo utilizando as cascas do caule do C. pullei

LANJ., em base seca, foi necessario aplicar a Equacao (09).

M
Rd = — x 100 (09)
M
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Onde:
Rd: rendimento da extracéo (%);
Mo é a massa de extrato obtida experimentalmente (g);

M é a massa da matéria-prima em base seca (g).

4.3 QUANTIFICACAO DE COMPOSTOS FENOLICOS

Os compostos fendlicos totais dos extratos do Croton pullei LANJ. foram
quantificados através do método espectrofotométrico de Folin-Ciocalteau
(GUTFINGER, 1981) com algumas alteracdes, utilizando o &cido galico para construgdo
da curva-padrdo, Figuras 18 e 19. Todos os ensaios foram realizados em triplicata. Os
resultados foram expressos em mg de acido galico equivalente por g de peso seco da
amostra (mg EAG/g). A determinacdo dos compostos fendlicos empregando o reagente
de Folin-Ciocalteau, baseia-se no principio de que, em meio alcalino, os fendis reduzem
a mistura dos acidos fosfotungstico e fosfomolibdico a dxidos de tungsténio e molibdénio
de cor azul (GUTFINGER, 1981).

Figura 18. Solugdes para construcéo da curva analitica

=

As concentragdes de acido-galico/agua sdo de 40 pg/mL, 32 pg/mL, 24 pg/mL, 16
ug/mL, 8 ug/mL, 4 ug/mL e 2 pg/mL, da esquerda para a direita respectivamente.

O branco ¢ representado pelo ponto zero.
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Figura 19. Curva analitica para o teste de quantificacdo de compostos fenolicos
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RZ: Coeficiente de determinagéo

Abs: Absorbancia do extrato

Preparou-se uma solucdo mae de cada um dos 15 ensaios com 10 mg do extrato
bruto para 3 mL de alcool etilico (1:3), posteriormente tiveram seus pHs ajustados para
neutro (pH=7), utilizando uma solugédo de carbonato de sddio (Na2COs). Em cubetas de
borosilicato, foram adicionados 0,500 mL de cada amostra, 1,250 mL de solu¢éo saturada
de carbonato de sddio e 0,25 mL de Folin-Ciocalteu 1N formando um meio reacional de
coloragdo azulada. Para o branco empregou-se 0,500 mL de agua ultrapura, 1,250 mL de
solucdo saturada de carbonato de sédio e 0,25 mL de Folin-Ciocalteu 1N. O teste foi
realizado em triplicata (KAHKONEN, 1999). As cubetas foram isoladas, a temperatura
ambiente e apds 30 min foi realizada a leitura da absorbancia em espectrofotdmetro a 760
nm (UV-Vis, QUIMIS).

4.4 AVALIA(}AO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Para a determinacdo do potencial antioxidante dos ensaios, utilizou-se o croméforo
DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazila) (CAVIN et al., 1998; BOUCHET etal., 1998). Para
a realizacdo do experimento, foi necessario preparar uma solu¢do de DPPH 0,06 mM
momentos antes de seu uso. Preparou-se uma solu¢cdo mée de cada um dos 15 ensaios
com 20 mg de extrato bruto para 1 mL de etanol. Em cubetas de leitura, transferiu-se 0,05
mL da amostra 1,95 mL de solucdo de DPPH 0,06 mM (AA). A leitura da absorbancia
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foi realizada em espectrofotdmetro, marca QUIMIS, a 517 nm em tempos de 0 min, 15
min, 30 min, 45 min e 60 min. Estabeleceu-se a absorbéncia do branco com cada uma
das solucGes dos extratos estudados (0,05 mL) inseridas 1,95 mL em de alcool metilico
(AB). Para a absorbéancia do controle (AC) mediu-se da absorbancia da mistura de 1,95
mL de DPPH 0,06 mM (violeta) e 0,05 mL de metanol. O teste foi realizado em triplicata.
A atividade antioxidante foi determinada em termos porcentagem de reacdo segundo a
Equagéo (10). A ICsp determina que quanto maior o consumo de DPPH por uma amostra,

menor seré a sua ICso e maior a sua atividade antioxidante (SOUSA et al, 2007).

{AC—(AA—AB) X 100} (10)
AC

%inibicdo =
Onde:

AA: absorbancia da amostra;
AB: absorbancia do branco;

AC: absorbancia do controle negativo

4.4.1 Preparo da solu¢io de DPPH 0,06 mM
Diluir 2,4 mg de DPPH em 4lcool etilico e completar o volume para 100 mL em
um baldo volumétrico com alcool metilico, homogeneizar e corrigir se necessario a

molaridade, transferir para um frasco de vidro ambar, devidamente etiquetado.

4.5 RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR TEORICA

Inicialmente realizou-se estudos de modelagem molecular utilizando o programa

Avogrado 1.2.0, onde das moléculas foram desenhadas em 3D e pré-otimizadas.

Realizou-se calculos quéanticos a nivel DFT via funcionais hibridos B3LYP
conjugados com o conjunto de funcdes de base 6-31 G e cc-pVDZ, empregados para a

otimizacdo estrutural e obtencdo de dados de RMN (em solvente cloroférmio).

Para obter os dados de RMN, foi aplicado o método GIAO (Gauge Including
Atomic Orbitals) com o intuito de facilitar os calculos precisos de deslocamentos

quimicos via métodos de correlacdo eletrénica (WANG et al., 2009). Todos os calculos
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foram realizados no programa Gaussian®03 (FRISCH et al., 2003; NASCIMENTO et al.,
2018; SOUZA et al., 2015).

A comparagdo entre os dados de RMN teoricos e experimentais foi feita atraves de
regressdo linear, bem como estatisticas relevantes como grau de ajuste (R?), desvio-
padréo (s), grau de significancia (F) e previsibilidade (Q? e SPRESS) nos quais foram
calculados através do software MINITAB 18. Outras estatisticas significantes foram
obtidas para aprimoramento dos dados de RMN tedrico calculados, como os coeficientes
a e b da regressdo linear obtidos através da fomula: écalc = a + b dexp, erro absoluto
médio (EAM) onde EAM = Xn |dcalc — dexp|/n e erro absoluto médio corrigido (EAMC)
sendo EAMC = Zn |dcorr - dexpl/n. Ao se obter as equaces lineares, foram testadas para
seus poderes de ajuste, significancia e previsibilidade usando um procedimento de
validacdo cruzada (teste de significancia) (NASCIMENTO et al., 2018; SOUZA et al.,
2015).

Apdbs a obtencdo de cada modelo linear, os dados omitidos sdo preditos e as
diferencas entre valores verdadeiros e valores preditos sdo calculados. A soma dos
quadrados dessas diferencas é determinada e, finalmente, o desempenho do modelo (sua
habilidade preditiva) pode ser dado por PRESS (Predictive Sumo of Squares) e SPRESS
(Standart Deviation of Cross-validation) (Equagdes 11 e 12) (GAUDIO e
ZANDONADE, 2001; SOUZA et al., 2015),

" 2
PRESS = ¥ v —)'}l.
i=1 (1)
N PRESS
SPRESS ~
n—k—1
(12)

Onde: y: valor experimental;
y: valor predito;
n: numero de amostras usadas para obter o modelo e

k: nimero de parametros de RMN.



61

A habilidade preditiva dos modelos foi também quantificada em termos de Q2
(equacdo 13) (GAUDIO e ZANDONADE, 2001).

3G, -5)

0’ =1,0-L- onde, y =y

1 /' medio
—\2
Z(yf -y :')
i=1

(13)

4.6 DOCAGEM MOLECULAR

Os modelos cristalograficos das enzimas da Candida albicans, Staphylococcus
aureus e Salmonella thyphimurium foram selecionados através do banco de dados de
proteinas laborat6rio de pesquisa para bioinformatica estrutural (http://www.rcsb.org)
com cddigos 1AIl9, 1JIJ e 1DIM, complexadas aos ligantes NDP, 629 e EQP,

respectivamente.

As moléculas otimizadas pelos célculos DFT foram utilizadas como entrada para
os calculos de docking. Os célculos de docagem foram efetuados através da funcéo de
pontuacdo MolDock (programa Molegro Virtual Docker 5.0), com uma resolugdo de

grade de 0,3 A, para as trés enzimas.

A regido do sito ativo foi definida como uma regio esférica de 12 A para a enzima

Candida albicans e 10 A para Staphylococcus aureus e Salmonella thyphimurium.

Para o abrangendo de todos os residuos de aminoécidos dos sitios ativos das
enzimas foram utilizados valores das coordenadas do centro x = 27,99,y =-7,25e z =
12,13 (PDB ID: 1A19); x =-14,76,y = 4,64 e z =-21,15 (PDB ID: 1J1J); e x =43,80,y =
50,84 e z=49,61 (PDB ID: 1DIM) (THOMSEN; CHRISTENSEN, 2006).


http://www.rcsb.org/

62

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ESTUDOS FARMACOLOGICOS
5.1.1 Determinacio da Umidade do C. pullei

A casca do Croton pullei apresentou um valor médio de umidade final de 9,8% em
base seca, valor este que esta de acordo com o estudo de Brandédo (2007), o qual indica
que a faixa de teor de umidade para materiais botanicos é de 8 a 14 %, haja vista que uma
porcentagem de umidade superior pode causar deterioracdo por contaminag¢do microbiana

e transformac6es quimicas dos metabdlitos secundarios.

5.1.2 Analise Granulométrica da casca do C. pullei

Para a analise granulométrica, utilizou-se peneiras Tylers de 12, 35, 60, 65, 270 e
400 mm, além de um coletor no qual determinou-se as faixas granulométricas. As faixas
em que as cascas do caule do material botanico ficaram mais retiras foram 0-12 mm e 12-

35 mm, apresentando respectivamente 20,06% e 52,83% (Tabela 08 e Figura 20).

Tabela 08. Dados utilizados para os calculos do Diametro médio equivalente de Sauter

PERCENTUAL DE MASSA RETIDA

TYLER (mm) MASSA RETIDA (g) %)

12 801,71 20,06

35 2.111,37 52,83

60 394,86 9,88

65 123,49 3,09

270 354,89 8,88

400 210,22 5,26

-400 0,00 0,00
TOTAL 3.996,56 100,00

Determinou-se que o material contido na peneira de 12 mm & dito como pé grosso,
o retido na peneira de 35 mm é denominado de p6 médio e o contido nos tylers de 60, 65

250 e 400 mm séo classificados em po fino.
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Aplicando os valores obtidos com a andlise distribuicdo granulométrica na
Equacdo (11), obteve-se um didmetro médio equivalente de Sauter para o po fino, po

médio e p6 grosso de 0,094 mm, 0,913 mm e 1,700 mm, respectivamente.
Dm=}) Pr (11)

Onde:
Dm = Diametro médio de Sauter;

Pr = Produtorio obtido.

Figura 20. Grafico da Distribuicdo Granulométrica da casca do caule do C. pullei VAR
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A avaliacdo granulométrica do material é uma etapa importante da padronizacéo,
pois representa uma influéncia direta sobre a eficiéncia no processo extrativo. Particulas
com dimensGes homogéneas aumentam a area de contato entre o material sélido e o
liquido extrator, podendo tornar, desta forma, mais eficiente a operacdo de extracdo
(FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010).

5.2 ESTUDOS FITOQUIMICOS
5.2.1 Analise de Rendimento

Os ensaios foram executados de acordo com a matriz experimental (Box-Behnken)
e a Tabela 09 apresenta as variaveis de entrada codificadas e reais, bem como a variavel
de saida rendimento em percentagem — Rd (%). O valor maximo e minimo de rendimento

para o estudo de extracdo de cascas do caule de Croton pullei var. glabrior LANJ. obtidos
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foram para o ensaio 4 (T= 60°C; G= 1,700 mm; S/L: 1:5 g/mL) e ensaio 5 (T= 30°C; G=
0,913 mm; S/L: 1:4 g/mL), com 10,61% e 5,57% respectivamente. 1SS0 mostra que com
uma quantidade consideravel de solvente, tamanho da particula da matéria-prima maximo
e temperatura elevada resulta em uma alta quantidade de extrato final.

Resultados esses que se assemelham aos de SILVA (2019) na qual também utilizou
cascas do caule de C. pullei e planejamento experimental Box-Behnken onde obteve
maior e menor valor de rendimento para as corridas 2 e 10 com 8,57% (G=0,12 mm, T
= 60 °C e S/L= 1.5 g/mL) e 4,61% (G= 0,53 mm, T= 40°C e S/L= 1:5 g/mL),
respectivamente.

Além das variaveis de entrada propostas neste trabalho, outros fatores puderam ter
influéncia na obtencdo da varidvel de saida rendimento, tais como o tempo de
armazenamento entre a coleta da matéria prima e a extracdo, bem como o solvente
empregado no processo extrativo.

Com um grande periodo de armazenamento entre a coleta e a extracdo, o material
pode absorver umidade, aumentando, assim, a atividade respiratdria dos graos, facilitando
a deteriora¢do da matéria-prima. Neste caso, este fator pode ter diminuido os rendimentos

do processo.
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Tabela 09. Matriz experimental para a variavel de resposta Rendimento

VARIAVEIS CODIFICADAS VARIAVEIS REAIS
ENSAIOS RD (%)
X1 Xa X3 T (°C) G (mm) | S/L (g/mL)
1 -1 -1 0 30 0,094 15 6,28
2 1 -1 0 60 0,094 15 7,11
3 -1 1 0 30 1,700 15 7,51
4 1 1 0 60 1,700 15 10,61
5 -1 0 -1 30 0,913 1:4 5,57
6 1 0 -1 60 0,913 1:4 6,68
7 -1 0 1 30 0,913 1:6 6,67
8 1 0 1 60 0,913 1:6 8,00
9 0 -1 -1 45 0,094 1:4 6,61
10 0 1 -1 45 1,700 1:6 8,59
11 0 -1 1 45 0,094 1:4 8,00
12 0 1 1 45 1,700 1:6 10,00
13 0 0 0 45 0,913 15 7,14
14 0 0 0 45 0,913 15 7,34
15 0 0 0 45 0,913 15 7,32

5.2.1.2 Anélise estatistica da varidvel de resposta Rendimento (RD)

Na anélise da variancia (Statistica® 7.0) para a varidvel de resposta (RD), obteve-

se um valor de coeficiente de determinacdo (R?) de 0,9846 ou 98,46%.

Os resultados adquiridos dos efeitos dos parametros estdo apresentados na Tabela
10, o qual nos informa que a varidvel isolada Xi (temperatura), X> (granulometria), Xs
(relagdo massa/solvente), as quadraticas Xi?, X2? e a varidvel combinada (X1X2), sdo

estatisticamente significativas para a variavel de resposta rendimento, uma vez que seus
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efeitos sdo maiores quando comparados aos desvios, confirmando que esses efeitos ndo

ocorrem somente devido aos erros experimentais.

Tabela 10. Efeitos Estimados para Rendimento

FACTOR EFEITOS ERRO PADRAO
Média 7,64 40,03
X1 1,60 40,08
X2 0,48 40,06
X 2,18 40,08
X2? -1,09 +0,06
X3 1,30 +0,08
Xg? 0,06 +0,07
(X1X2) 1,14 +0,11
(X1X3) 0,11 +0,12
(X2X3) 0,01 +0,11

Xi=Temperatura; X,=tempo; X3;=Relacdo massa/solvente.

As variaveis X1, Xz, X3, X12 e X1Xz geram um efeito positivo na variavel de
saida, sendo estatisticamente significativa para a variavel de saida avaliada aqui. Todavia
a varidvel quadratica X»? apresenta efeito negativo, ou seja, ndo é estatisticamente

significativo para o rendimento na extracao.

A pesquisa da ANOVA (Tabela 11), para a variavel de resposta RD, foi avaliada
com base no valor de “p”, 0 qual indica a probabilidade de cada variavel de entrada
possuir ou ndo significancia para variaveis de resposta e comprovou que a variavel X
(temperatura), X; (granulometria), X3 (relacdo massa/solvente), as quadraticas Xi2, X»?e
a variavel combinada (X1X2), apresentaram um efeito estatisticamente significativo em
um nivel de significancia menor que 5% (p<0,05), onde ela mostra uma menor
probabilidade de estar na regido de hipdtese nula (ndo apresentando significancia
estatistica para a resposta). Porém a variavel linear Xs2 e as combinadas X1Xs e X2X3 ndo

apresentaram significancia estatistica para rendimento.
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Tabela 11. Analise de variancia (ANOVA) para a variavel de resposta Rendimento

FATOR DE SQ GL MQ F P
VARIACAO
X1 5,07 1 5,07 418,03 0,002384
Xq? 0,85 1 0,85 69,99 0,013988
X2 9,48 1 9,48 781,57 0,001277
X2? 4,39 1 4,39 361,83 0,002752
X3 341 1 3,41 280,72 0,003543
X3? 0,01 1 0,01 0,99 0,424273
X1Xo 1,30 1 1,29 106,17 0,009288
X1X3 0,01 1 0,01 1,00 0,423179
XoXs 0,00 1 0,00 0,01 0,935938
Falta de ajuste 0,37 3 0,12 10,05 0,091833
Erro Puro 0,02 2 0,01
Total SQ 25,26 14
R? = 98,46%

SQ= Soma dos quadrados; GL= graus de liberdade; MQ= média quadratica; F= N° de Fisher; p= Analise
de probabilidade; X1= Temperatura; X,;= Granulometria; Xs= Relacdo massa/solvente.

Ademais, a analise da ANOVA mostra que os efeitos das variaveis de entrada
sobre a resposta na forma linear, quadratica e com termos cruzados, podem ser avaliados
com base no valor de p, que indica a probabilidade que cada variavel possui de ndo ser
considerada significante para cada variavel, ou seja, estar dentro da regido de hipGtese
nula. Ou avaliando o valor de F calculado (Fos; 3,2) = 25,26 tem que ser maior que o valor
F critico (Fops: 32) = 19,16, conforme valor tabelado em Box, Hunter e Hunter (1978), para
indicar que ndo hé falta de ajuste para o0 modelo proposto. Neste caso, ndo ha falta de
ajuste.

A Figura 21 (Gréfico de Pareto) mostra os efeitos individuais e combinados em
relacdo a varidvel resposta, além disso, descreve os efeitos estimados padronizados (razdo
entre os efeitos estimados e o desvio padrdo correspondente) que cada varidvel exerce na
resposta. O limite de rejeicdo da hipotese nula (p = 0,05) é mostrado pela linha vertical;
para a avaliacdo da resposta, em que os efeitos localizados a direita desta linha apresentam
influéncia estatistica sobre a variavel de resposta. O grafico confirma que as variaveis
isoladas X: (temperatura), X (granulometria), Xs (relacdo massa/solvente), as
quadréticas X12, Xz2% e as combinadas (X1Xz) foram significativas no nivel de 95% do
limite de confianga uma vez que essa varidvel é encontrada a direita da reta do limite de

rejeicdo da hipétese nula.
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Figura 21. Gréafico de pareto para a resposta Rendimento
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Xi=Temperatura; X,= Granulometria; Xs= Relacdo massa/solvente.

A variavel X2? com valor absoluto de -19,0218, apesar de ser significativo, gera

também um efeito negativo na variavel de saida RD, portanto gera uma reducdo do

rendimento no processo.

Com base nas variaveis influentes, observada na analise estatistica realizada
anteriormente, € proposto um modelo estatistico para a variavel de resposta rendimento,
descrito pela Equacdo 12, em funcdo das variaveis codificadas que apresentam alguma

significancia para o ajuste proposto, segundo os coeficientes de regresséo apresentados

na Tabela 12.

RD = Bo + P1X1 + P2Xz + BsXs + PrX12 + PaX2? + PaXa? + P12X1 X2 + P13X1 X3 + B2sX2Xs (12)
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Tabela 12. Coeficientes de regressdo para a variavel de resposta Rendimento

PARAMETROS COEFIFIENTES DE REGRESSAO
Média 7,27
X1 0,80
X4 -0,48
Xz 1,09
X2? 1,09
X3 0,65
Xa? -0,06
(X1X2) 0,57
(X1X3) 0,01
(XaX3) 0,01

X1= Temperatura; X,= Granulometria; Xs;= Relago massa/solvente.

Considerando os coeficientes de regressao significativos, gera-se um modelo polinomial

para a variavel de resposta rendimento representada pela Equacdo 13.

RD = 7,27 + 0,80X1 + 1,09X> + 0,65X3 — 0,48X12 + 1,09X52 + 0,57X1X> (13)

A anélise de residuos avalia a amplitude dos residuos em torno do zero, bem como
representa a distribuicdo de residuos em funcdo dos valores preditos pelo modelo
proposto, ou seja, esta analise designa que a distribuicdo dos residuos tem de ser aleatoria,
ndo apresentando comportamento sistematico ou tendencioso, 0 que indica a
independéncia das varidveis de entrada. Caso isso ocorra, admite-se que que o modelo

matematico descreve bem a equacéo proposta (Figura 22).
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Figura 22. Grafico da Distribuicdo dos residuos para o Rendimento
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A distribuigdo de probabilidade normal dos residuos é uma distribuicdo onde os
pontos terdo de estar devidamente centralizados ou muito proximos da reta que intercepta
o gréfico. Na Figura 23 verifica-se que o modelo proposto gerou residuos baixos e €
possivel comprovar que a analise esta de forma coerente com a hipdtese estatistica, o qual
deve ser obedecido para que modelo de regressao apresente precisdo nos valores de RD.
No grafico de normalidade é possivel verificar que os pontos experimentais estdo dentro

da curva, que esta representada pela linha vermelha.

Figura 23. Gréafico do Teste de Normalidade para Rendimento
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Com o objetivo de visualizagdo do ponto 6timo de operacdo, construiram-se
graficos de superficies de resposta e suas correspondentes curvas de niveis ou contornos
em funcéo das variaveis codificadas. Grafou-se no eixo z a variavel de saida rendimento
(RD), e nos eixos x e y duas varidveis de interesse, mantendo-se a outra no ponto

estacionario, como ilustrado na Figura 24 (A) e (B).

Desse modo, sabendo se que as varidveis X (granulometria) e X1 (temperatura)
possuiram os maiores valores matematicos significativos para a resposta rendimento, de
acordo com a Figura 20 (Grafico de Pareto), a construcdo da superficie de resposta e 0s
contornos sera em fungdo de Xz e X1, mantendo-se Xs (relagdo massa/solvente) fixo no
ponto 0 (X3 = 0).

Figura 24. (A) Grafico da Superficie de Resposta e (B) Curva de Nivel para Rendimento

o

o~ w0 =

(A)

[ R
o




72

Nas Figuras 24 (A) e (B), é possivel observar que as condi¢des que favorecem altos
rendimentos sdo +1 para a varidvel X; (temperatura) e +1 para a varidvel Xo

(granulometria), em outras palavras, temperatura = 60 °C e granulometria = 1,700 mm.

5.2.2 Quantificacdo de Polifendis Totais

A Tabela 13 contém os valores da quantificacdo dos compostos fendlicos totais dos
extratos. Os valores foram calculados a partir da equagéo de regressao y = 19,84x + 0,02,
com coeficiente de correlacdo (R?) igual a 0,9993, o qual foi obtido pela curva analitica
do écido galico (y é a absorbancia a 750 nm e x é a concentracdo em mg de &cido galico
em g de extrato).

Os valores maximos e minimos foram os dos ensaios 3 (temperatura = 30°C;
granulometria= 1,700 mm; relagdo massa/solvente: 1:5 g/mL) e 12 (temperatura = 60°C;
granulometria= 0,913 mm; relagdo massa/solvente: 1:4 g/mL), os quais forneceram
308,84 e 101,33 mg EAG/g de amostra, respectivamente. A concentracdo elevada nos
extratos mostra que a biossintese dos compostos bioativos é acelerada pela exposi¢do aos
raios ultravioleta e promovem a protecdo da planta contra esses raios emitidos pelo sol
(HARBONE e WILLIAMS, 2000). Para o estudo de SILVA (2019), os valores maximo
e minimo foram os dos ensaios 2 (T=60°Ce G=0,12mme M/V=15)e3(T=40°Ce
G = 0,53 mm), os quais forneceram 58,47 e 23,34 mg EAG/g de amostra,

respectivamente.



Tabela 13. Matriz experimental para a variavel de resposta Polifendis Totais
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VARIAVEIS VARIAVEIS REAIS PT
EI\(I)SS o CODIFICADAS - g?;%)
X1 | X2 | X3 T (°C) | G (mm) | SIL
(9/mL)
1 -1 -1 0 30 0,094 1:5 195,84
2 1 -1 0 60 0,094 1:5 290,24
3 -1 1 0 30 1,700 1:5 308,84
4 1 1 0 60 1,700 1:5 237,58
5 -1 0 -1 30 0,913 1:4 158,18
6 1 0 -1 60 0,913 1:4 101,33
7 -1 0 1 30 0,913 1:6 156,24
8 1 0 1 60 0,913 1:6 213,85
9 0 -1 -1 45 0,094 1:4 147,28
10 0 1 -1 45 1,700 1:6 117,60
11 0 -1 1 45 0,094 1:4 123,15
12 0 1 1 45 1,700 1:6 245,44
13 0 0 0 45 0,913 1:5 177,79
14 0 0 0 45 0,913 1:5 177,07
15 0 0 0 45 0,913 1:5 180,80

T= Temperatura; G= Granulometria; S/L =solido/liquido; PT= Polifendis Totais; EAG=

Equivalente Acido Galico; mm= milimetro; mg= miligrama; g= grama; °C= Graus Celsius;

g/mL= grama/mililitro.

5.2.2.1 Andlise estatistica da variavel de resposta Polifendis Totais (PT)

Na analise da variancia (Statistica® 7.0) para a variavel de resposta (PT), obteve-

se um valor de coeficiente de determinagdo (R?) de 0,9960 ou 99,60%.
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Os resultados adquiridos dos efeitos dos parametros estdo apresentados na Tabela
14, o qual nos informa que as variaveis isoladas X. (granulometria), X3 (relagdo
massa/solvente), as quadraticas X2, X2, Xs?e as variaveis combinadas X1Xz, X1X3ze X2X3
sdo estatisticamente significativa para a variavel de resposta rendimento, uma vez que
seus efeiros sdo maiores quanndo comparados aos desvios, confirmando que esses efeitos

nédo ocorrem somente devido aos erros experimentais.

Tabela 14. Efeitos Estimados para Polifenois Totais

FATOR EFEITOS ERRO PADRAO
Média 191,30 +0,57
Xy 5,98 +1,40
X4 -39,30 +1,03
X2 38,23 +1,40
X2 -40,27 +1,03
X3 53,57 +1,40
X3 60,46 +1,03
(X1X2) -82,83 +1,98
(X1X3) 57,23 +1,98
(X2X3) 75,99 +1,98

Xi=Temperatura; X,=tempo; Xs=Rela¢do massa/solvente.

As variaveis Xz, X3, X32, X1X3e X2X3 geram um efeito positivo na variavel de
saida, sendo estatisticamente significativa para a variavel polifendis totais. Todavia a as
variaveis Xi2, Xz22 e X1X, apresentam efeito negativo, ou seja, ndo sdo estatisticamente
significativos para a obtencdo de uma quantidade de polifenois totais consideravel na

extragéo.

A pesquisa da ANOVA (Tabela 15), para a variavel de resposta PT, foi avaliada
com base no valor de “p” e comprovou que as varidaveis Xi: (temperatura), X
(granulometria), X3 (relacdo massa/solvente), as quadraticas Xi2, X?, Xs? e as variaveis
combinadas X1 X2, X1 X3 e X2X3 apresentaram um efeito estatisticamente significativo em
um nivel de significancia menor que 5% (p<0,05). Porém a variavel linear Xi ndo

apresentou significancia estatistica para polifendis totais.
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Tabela 15. Analise de variancia (ANOVA) para a variavel de resposta Polifendis Totais

FATOR DE SQ GL MQ F P
VARIACAO
X1 71,40 1 71,40 18,24 0,050700
X4 5703,34 1 5703,34 1456,70 0,000686
X2 292421 1 292421 746,88 0,001336
Xo? 5987,59 1 5987,59 1529,31 0,000653
X3 5740,03 1 5740,03 1466,07 0,000681
X3? 13494,86 1 13494,86 3446,76 0,000290
XXz 6860,81 1 6860,81 1752,34 0,000570
X1 X3 3275,27 1 3275,27 836,55 0,001193
XoX3 5773,72 1 5773,72 1474,68 0,000677
Falta de ajuste 198,68 3 66,23 16,91 0,056335
Erro Puro 7,83 2 3,92
Total SQ 52039,10 14
R? = 99,60%

SQ= Soma dos quadrados; GL= graus de liberdade; MQ= média quadratica; F= N° de Fisher; p= Analise
de probabilidade; X1= Temperatura; X;= Granulometria; Xs= Relacdo massa/solvente.

O valor de F calculado (Fos; 3, 2) = 52.039,10 tem que ser maior que o valor F
critico (Fos;32) = 19,16, conforme valor tabelado em Box, Hunter e Hunter (1978), para
indicar que ndo hé falta de ajuste para 0 modelo proposto. Neste caso, ndo ha falta de
ajuste.

A Figura 25 (Gréfico de Pareto) confirma que as variaveis isoladas X>
(granulometria), X3 (relagdo massa/solvente), as quadraticas Xi2, X2?, Xs? e as variaveis
combinadas X1Xp, X1X3 e X2X3 foram significativas no nivel de 95% do limite de
confianga uma vez que essa variavel é encontrada a direita da reta do limite de rejeicdo

da hipotese nula.
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Figura 25. Gréafico de pareto para a resposta Polifendis Totais
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Xi=Temperatura; X,= Granulometria; Xs= Relacdo massa/solvente.

A variavel X1Xz, X22, X1 apresentam valores de -41,8609, -39,1063 e -38,1668
respectivamente. Apesar de serem significativos, geram também um efeito negativo na
variavel de saida PT, portanto produz uma reducgédo dos polifenois totais no processo.

Com base nas variaveis influentes, observada na analise estatistica realizada
anteriormente, é proposto um modelo estatistico para a variavel de resposta polifendis
totais, descrito pela Equacdo 14, em funcdo das variaveis codificadas que apresentam
alguma significancia para o ajuste proposto, segundo os coeficientes de regressao

apresentados na Tabela 16.

PT = Bo + BuX1 + PaX2 + BaXs + P1X12 + B2X2? + PaXa? + P1oXa Xz + P1aX1Xs + B2sXoXz  (14)



Tabela 16. Coeficientes de regressao para a variavel de resposta Polifendis Totais

PARAMETROS COEFIFIENTES DE REGRESSAO
Média 178,55
X1 2,99
X12 39,30

Xz 19,12
X2? 40,27
X3 26,79
X3 -60,46
(X1X2) -41,42
(X1X3) 28,62
(XaX3) 38,00

Xi= Temperatura; X,= Granulometria; Xs= Relagdo massa/solvente.

Considerando os coeficientes de regressdo significativos, gera-se um modelo

polinomial para a variavel de resposta rendimento representada pela Equacéo 15.

PT = 178,55 + 19,12X; + 26,79X3 + 39,30X1% + 40,27X5? — 60,46X5% — 41,42X1 X7 +
28,62X1X3 + 38,00X2X3 (15)

A Figura 26 mostra o gréafico de residuos onde pode-se admitir que que o modelo

matematico descreve bem a equacgdo proposta.

Figura 26. Grafico da Distribuicao dos residuos para Polifenois Totais
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No gréafico de normalidade (Figura 27) é possivel verificar que os pontos

experimentais estdo dentro da curva, que esta representada pela linha vermelha.

Figura 27. Grafico do Teste de Normalidade para Polifendis Totais
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Com o objetivo de visualizagdo do ponto 6timo de operagdo, construiram-se
gréficos de superficies de resposta e suas correspondentes curvas de niveis ou contornos
em funcéo das varidveis codificadas. Grafou-se no eixo z a varidvel de saida polifendis
totais (PT), e nos eixos X e y duas variaveis de interesse, mantendo-se a outra no ponto

estacionério, como ilustrado na Figura 28 (A) e (B).

A construcdo da superficie de resposta e 0s contornos sera em funcéo de X1 e Xo,

mantendo-se Xz (temperatura) fixo no ponto 0 (X3 = 0).
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Figura 28. (A) Grafico da Superficie de Resposta e (B) Curva de Nivel para Polifenois Totais
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Nas Figuras 28 (A) e (B), é possivel observar que as condi¢Bes que favorecem altos
rendimentos sdo -1 para a variavel X; (temperatura) e +1 para a varidvel X

(granulometria), em outras palavras, temperatura = 30 °C e granulometria = 1,700 mm.

5.2.3 Andlise de Atividade Antioxidante

A Tabela 17 mostra a atividade antioxidante determinada pelo ensaio de DPPH,
onde os resultados foram expressos em ICso e variaram de 94,74% (ensaio 14) a 98,97%
(ensaio 8). As variveis de entrada influenciaram bastante nos valores obtidos, além da
composicao quimica dos ensaios, especialmente com relacdo aos compostos fendlicos, o
que tornou diferentes os valores das corridas que apresentavam condices fisicas distintas

na extracéo.
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Em comparacdo ao trabalho de SILVA (2019) os valores expressos em ICso
variaram de 97,45% (corrida 2; T =60 °C e G = 0,12mm e M/V= 1:5) a 89,16% (ensaio
7; T=40°C e G = 0,37mm e M/V= 1:6). Ou seja, pode-se observar que a atividade
antioxidante do material botanico aqui estudado é elevada.

Tabela 17. Matriz experimental para a variavel de resposta Atividade Antioxidante

VARIAVEIS VARIAVEIS REAIS
CODIFICADAS AA
ENSAIOS (1Cs0)
X1 X5 X3 T(C¢C) | G(mm) S/L
(g/mL)
1 -1 -1 0 30 0,094 1:5 95,05
2 1 -1 0 60 0,094 1:5 96,05
3 -1 1 0 30 1,700 1:5 95,30
4 1 1 0 60 1,700 1:5 98,59
5 -1 0 -1 30 0,913 1:4 95,50
6 1 0 -1 60 0,913 1:4 98,49
7 -1 0 1 30 0,913 1:6 97,35
8 1 0 1 60 0,913 1:6 98,97
9 0 -1 -1 45 0,094 1:4 95,19
10 0 1 -1 45 1,700 1:6 96,64
11 0 -1 1 45 0,094 1:4 96,45
12 0 1 1 45 1,700 1:6 96,78
13 0 0 0 45 0,913 1:5 94,91
14 0 0 0 45 0,913 1:5 94,74
15 0 0 0 45 0,913 1:5 94,76

T= Temperatura; G= Granulometria; S/L =solido/liquido; AA= Atividade Antioxidante;
ICso= Concentracdo minima responsavel por diminuir o DPPH em 50 %; mm= milimetro;

9C= Graus Celsius; g/mL= grama/mililitro.
5.2.3.1 Anélise estatistica da variavel antioxidante (AA)

Na analise da variancia (Statistica® 7.0) para a variavel de resposta (AA), obteve-

se um valor de coeficiente de determinagdo (R?) de 0,9911 ou 99,11%.



81

Os resultados adquiridos dos efeitos dos parametros estdo apresentados na Tabela
18, qual nos informa que as varidveis isoladas X (temperatura), X2 (granulometria), X3
(relagdo massa/solvente), as quadraticas X12, X3? e as variaveis combinadas X1xXz, X1X3
e X2X3 sdo estatisticamente significativa para a variavel de resposta rendimento, uma vez
que seus efeiros sdo maiores quando comparados aos desvios, confirmando que esses

efeitos ndo ocorrem somente devido aos erros experimentais.

Tabela 18. Efeitos Estimados para Atividade Antioxidante

FATOR EFEITOS ERRO PADRAO
Média 96,70 +0,03
Xy 2,23 +0,07
X4 -1,38 +0,05
X2 1,14 +0,07
X2 -0,07 +0,05*
X3 0,93 +0,07
X3 -1,40 +0,05
(X1X2) 1,15 +0,09
(X1X3) -0,69 +0,09
(X2X3) -0,56 +0,09

Xi=Temperatura; X,=tempo; Xs=Rela¢do massa/solvente.

*p=0,306457, logo X,? no foi influente no processo

As varidveis X1, X2, X3 e X1X> geram um efeito positivo na varidvel de saida,
sendo estatisticamente significativa para a variavel atividade antioxidante. Todavia a as
varidveis Xi? Xz> Xi1X3 e XpXs apresentam efeito negativo, ou seja, ndo sdo

estatisticamente significativos para o rendimento na extracao.

A pesquisa da ANOVA (Tabela 19), para a variavel de resposta AA, comprovou
que as variaveis Xi (temperatura), X> (granulometria), X3 (relagdo massa/solvente), as
quadraticas X;%, X3? e as varidveis combinadas X1Xz, X1X3 e X2Xs, apresentaram um
efeito estatisticamente significativo em um nivel de significancia menor que 5% (p<0,05).
Porém a variavel quadratica X»? ndo apresentou significancia estatistica para atividade

antioxidante.
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Tabela 19. Anélise de variancia (ANOVA) para a variavel de resposta Atividade Antioxidante

FATOR DE SQ GL MQ F P
VARIACAO
X1 9,90 1 9,90 1146,86 0,000871
X4 7,01 1 7,01 812,51 0,001228
X 2,61 1 2,61 302,39 0,003291
X2? 0,02 1 0,02 1,85 0,306457
X3 1,74 1 1,74 201,44 0,004928
X3 7,19 1 7,19 833,27 0,001198
X1 Xz 1,31 1 1,31 151,86 0,006521
X1 X3 0,47 1 0,47 54,35 0,017906
X2X3 0,31 1 0,31 36,32 0,026443
Falta de ajuste 0,25 3 0,08 9,59 0,095880
Erro Puro 0,02 2 0,01
Total SQ 29,87 14
R2 = 99,60%

SQ= Soma dos quadrados; GL= graus de liberdade; MQ= média quadratica; F= N° de Fisher; p= Analise
de probabilidade; X1= Temperatura; X,= Granulometria; Xs= Relacdo massa/solvente.

O valor de F calculado (Fos; 3,2) = 29,87 que tem que ser maior que o valor F
critico (Fos;32) = 19,16, conforme valor tabelado em Box, Hunter e Hunter (1978), para
indicar que ndo hé falta de ajuste para o0 modelo proposto. Neste caso, ndo ha falta de
ajuste.

A Figura 29 (Grafico de Pareto) mostra que as varidveis isoladas Xi
(temperatura), X» (granulometria), X3 (relacdo massa/solvente), as quadraticas Xi2, Xs?e
as variaveis combinadas X1X», X1X3z e X2X3 foram significativas no nivel de 95% do
limite de confianga uma vez que essa variavel € encontrada a direita da reta do limite de

rejeicdo da hipotese nula.
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Figura 29. Gréafico de pareto para a resposta atividade antioxidante
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Xi=Temperatura; X,= Granulometria; Xs= Relacdo massa/solvente.

As variaveis X3?, X12, X1X3 e X2X3 apresentam valores de -28,8664, -28,5045, -
7,37227 e -6,02697 respectivamente. Apesar de serem significativos, geram também um
efeito negativo na variavel de saida AA, portanto produz uma reducdo dos atividade
antioxidante no processo.

Com base nas variaveis influentes, observada na analise estatistica realizada
anteriormente, é proposto um modelo estatistico para a varidvel de resposta atividade
antioxidante, descrito pela Equacdo 16, em funcdo das variaveis codificadas que
apresentam alguma significancia para o ajuste proposto, segundo os coeficientes de

regressdo apresentados na Tabela 20.

AA = Bo + B1X1 + PaXz + PaXz + P1Xa? + B2Xo? + PaXs? + Br2X1 Xz + P13X1 X3z + PasXoXs  (16)
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Tabela 20. Coeficientes de regressdo para a variavel de resposta Atividade Antioxidante

PARAMETROS COEFIFIENTES DE REGRESSAO
Média 94,80
X1 1,11
X4 1,38
Xz 0,57
X2? 0,07
X3 0,47
Xa? 1,40
(X1X2) 0,57
(X1X3) -0,34
(X2X3) -0,28

Xy= Temperatura; X,= Granulometria; Xs= Relagdo massa/solvente.

Considerando os coeficientes de regressdo significativos, gera-se um modelo

polinomial para a variavel de resposta rendimento representada pela Equacédo 17.

AA =94,80+1,11X1 + 0,57X2 + 0,47X3 + 1,38X12 + 1,40X3? + 0,57X1 X2 — 0,34X1 X3 —

0,28X2>X3

(17)

A Figura 30 mostra o gréafico de residuos onde pode-se admitir que que 0 modelo

matematico descreve bem a equacao proposta.

Figura 30. Grafico da Distribuicdo dos residuos para Atividade Antioxidante
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No gréafico de normalidade (Figura 31) é possivel verificar que os pontos

experimentais estdo dentro da curva, que esta representada pela linha vermelha.

Figura 31. Grafico do Teste de Normalidade para Atividade Antioxidante
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Com o objetivo de visualizacdo do ponto 6timo de operagdo, construiram-se
gréficos de superficies de resposta e suas correspondentes curvas de niveis ou contornos
em funcdo das variaveis codificadas. Grafou-se no eixo z a variavel de saida atividade
antioxidante (AA), e nos eixos x e y duas variaveis de interesse, mantendo-se a outra no

ponto estacionario, como ilustrado na Figura 32 (A) e (B).

A construcdo da superficie de resposta e os contornos serd em funcdo de Xi e Xs,

mantendo-se X (temperatura) fixo no ponto 0 (X2 = 0).
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Figura 32. (A) Gréafico da Superficie de Resposta e (B) Curva de Nivel para Atividade

Antioxidante
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Nas Figuras 32 (A) e (B), é possivel observar que as condi¢des que favorecem alta

atividade antioxidante sdo +1 para a variavel X1 (temperatura) e +1 para a variavel Xs

(relacdo massa/solvente),

massa/solvente= 1:6 g/mL.

em outras palavras, temperatura=

60 °C e relacdo
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5.2.4 Fungéo Desejabilidade

Para a otimizacdo do processo extrativo diante das varidveis X1, X, e X3 foi aplicada
a técnica de otimizacdo simultanea “Func¢do Desejabilidade” (DERRINGER; SUICH,
1980; AKHANAZAROVA e KAFAROV, 1982).

De acordo com isso, a funcdo desejabilidade especifica os niveis de cada uma das
variaveis de entrada X (temperatura), X (granulometria) e Xz (relacdo massa/solvente),
na qual permitem a maximizacdo das variaveis de saida rendimento (Rd, %),
quantificacdo dos polifenois totais (PT, EGA/g) e da atividade antioxidante (AA, %I1Cxo)

dos extratos obtidos na extragdo com extrator de ago-inox.

Na Tabela 21 observa-se os valores atribuidos para a otimizagdo do processo
extrativo (Statistica® 7.0). Para isso foram empregados os valores numéricos para o
limite inferior (L1), valor mediano (M) e limite superior (LS), bem como, os valores dos
expoentes s e t. Esses valores indicam a importancia da funcdo para encontrar o valor
médio desejado. O valor 0 significa que o valor € indesejado, 0,5 moderadamente

desejado e 1 muito desejado.

Tabela 21. Parametros utilizados na otimizacdo das respostas Rendimento, Polifendis Totais e
Atividade Antioxidante

RESPOSTAS LI M LS
RD 5,57 (0) 8,09 (0,5) 10,61 (1) 3 3
CF 101,33 (0) 205,09 (0,5) 308,84 (1) 3 3
AA 94,74 (0) 96,86 (0,5) 98,97 (1) 3 3

RD= Rendimento; CF= Compostos Fenolicos; AA= Atividade Antioxidante; L= Limite Inferior; M=

Mediana; LS= Limite Superior.

O diagrama da Funcdo Desejabilidade, mostrado na Figura 33 usando 0S
coeficientes s = 3 e t = 3 e fator de grade igual a 50, apresentou um coeficiente de
desejabilidade global (D) 0,9941 ou 99,41%, o qual é considerada uma resposta aceitavel
e excelente. Ademais, considerado o valor de desejabilidade 1, acima de 10% para a
variavel de resposta rendimento, acima de 300%, para a variavel de resposta polifenois
totais e acima de 98% para a variavel de saia atividade antioxidante. Os niveis das

variaveis Xi, X, € X3 que otimizam as respostas sdo mostrados através das linhas em
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vermelho o que corresponde a 1, 1 e 0,76 respectivamente, ou seja, temperatura de 60°C,

granulometria de 1,70 mm e relacdo massa/solvente proximo de 1:6.

Os valores 6timos para as variaveis de resposta sdo mostrados através das linhas
tracejadas horizontais em azul, onde mostram que o valor 6timo para rendimento seria de
10,84%, ja para a variavel de resposta polifendis totais de 274,88% e para a atividade
antioxidante de 99,19%.

Figura 33. Perfis de funcdo desejabilidade para as respostas Rendimento, Polifendis Totais e

Atividade Antioxidante
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Na Tabela 22 sdo mostradas as variaveis de entrada codificadas e reais, bem como
seus respectivos valores para as variaveis de saida Rendimento, Compostos Fendlicos e
Atividade Antioxidante obtidos a partir da extragdo da casca do caule do C. pullei, como

mostrado anteriormente.

RD

PT



Tabela 22. Respostas Rendimento, Polifendis Totais e Atividade Antioxidante dos extratos obtidos

VARIAVEIS DE ENTRADA

VARIAVEIS DE ENTRADA

VARIAVEIS DE SAIDA (UND)

CODIFICADAS REAIS (UND)
ENSAIOS X, X, X3 RD PT AA
T(°C) G (mm) [ S/L(g/mL) [ (%) (mg EAG/g) ICso (%)
1 -1 -1 0 30 0,094 1:5 6,28 195,84 95,05
2 1 -1 0 60 0,094 1:5 7,11 290,24 96,05
3 -1 1 0 30 1,700 1:5 7,51 308,84 95,30
4 1 1 0 60 1,700 1:5 10,61 237,58 98,59
5 -1 0 -1 30 0,913 1:4 5,57 158,18 95,50
6 1 0 -1 60 0,913 1:4 6,68 101,33 98,49
7 -1 0 1 30 0,913 1:6 6,67 156,24 97,35
8 1 0 1 60 0,913 1:6 8,00 213,85 98,97
9 0 -1 -1 45 0,094 1:4 6,61 147,28 95,19
10 0 1 -1 45 1,700 1:4 8,59 117,60 96,64
11 0 -1 1 45 0,094 1:6 8,00 123,15 96,45
12 0 1 1 45 1,700 1:6 10,00 245,44 96,78
13 0 0 0 45 0,913 1:5 7,14 177,79 94,91
14 0 0 0 45 0,913 1:5 7,34 177,07 94,74
15 0 0 0 45 0,913 1:5 7,32 180,80 94,76

89

T= temperatura; G= granulometria; °C= graus Celsius; mm= milimetro; RD= rendimento da extracdo; PT= Polifendis Totais; AA= Atividade Antioxidante; %=
Porcentagem; pg/mL= micrograma por mililitro; mg EAG/g= miligrama de Equivalentegrama de Acido Galico por grama de amostra
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5.3 RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR

As Tabelas 23 e 24 apresentam a proximidade entre os valores teoricos dos
deslocamentos quimicos usando os métodos B3LYP/6-31 G e B3LYP/cc-pVDZ e 0s
experimentais, bem como os valores residuais (RS) em ppm para cada atomo de carbono

e hidrogénio da estrutura julocrotina (Figura 03) para RMN H e 13C, respectivamente.

Para ambos 0os métodos, os valores residuais foram baixos, o que afirma que o
método computacional utilizado foi eficaz, mostrando que esse método pode ser utilizado

para a interpretacdo de dados experimentais de estruturas semelhantes.



Tabela 23. Deslocamentos quimicos experimentais e teéricos para *H RMN (ppm) da julocrotina

91

Posicéo

Experimental
(ABREU et al., 2001)

B3LYP/6-31 G

B3LYP/CC-PVDZ

Em CHsClI Residuo Predito Em CHsClI Residuo Predito
2 4.48 4,34 0,14 4,41 4,01 0,47 4,21
3a 1,68 1,63 0,05 1,64 1,34 0,34 151
3p 2,50 2.45 0,05 2,47 2,36 0,14 2,54
4a 2,73 258 0,15 2,60 2,46 0,27 2,65
4p 2,80 277 0,03 2,80 2,56 0,24 2,75
2°-672 7,25 7,36 0,11 7,50 7,29 0,04 7,53
Ta 2,80 2,60 0,20 2,62 2,45 0,35 2,63
7B 2,80 2,75 0,05 2,78 2,51 0,29 2,70
8a 4.0 3,64 0,36 3,70 3,63 0,37 3,83
8’p 40 3,81 0,19 3,87 3,76 0,24 3,96
2> 2,21 2,59 0,38 2,62 2,37 0,16 2,56
3”a 1,68 1,70 0,02 1,71 1,57 0,11 1,75
3B 1,48 1,77 0,29 1,78 1,59 0,11 1,76
4202 0,93 0,91 0,02 0,90 0,81 0,12 0,98
5°°a 1,16 1,11 0,05 1,10 1,00 0,16 1,16

2 Valores médios



Tabela 24. Deslocamentos quimicos experimentais e teéricos para *C RMN (ppm) da julocrotina
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Experimental

B3LYP/6-31 G

B3LYP/CC-PVDZ

Posicdo (REEU el AT0L) Em CHsCl Residuo  Predito Em CHasCl Residuo Predito
1 171,81 166,44 5,36 174,74 171,75 0,05 173,41
2 51,2 53,05 1,85 53,91 55,47 4,27 53,65
3 24,40 26,19 1,79 25,29 28,18 3,78 25,55
4 31,70 32,47 0,77 31,98 34,04 2,34 31,59
5 170,90 164,30 6,60 172,46 169,19 1,72 170,77
r 138,10 131,78 6,32 137,81 139,27 1,17 139,96
2’ 128,90 122,60 6,30 128,02 127,88 1,02 128,23
3 128,40 121,90 6,50 127,28 127,85 0,55 128,20
4’ 126,60 120,13 6,47 125,40 125,64 0,96 125,92
5 128,40 122,02 6,38 127,40 127,98 0,42 128,33
6’ 128,90 122,86 6,04 128,30 128,24 0,66 128,60
K 33,90 44,88 10,98 45,21 45,98 12,08 43,88
8 41,60 36,10 5,50 35,85 38,03 3,57 35,69
1” 176,80 166,80 10,00 175,12 172,71 4,09 174,40
2” 42,90 40,83 2,07 40,90 44,13 1,23 41,98
3” 27,20 29,80 2,60 29,13 32,54 5,34 30,04
4” 11,70 9,80 1,90 7,83 10,46 1,24 7,30
5” 17,20 15,55 1,65 13,95 16,09 1,11 13,10
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Nos gréaficos de probabilidade de residuos (Figuras 34 a 37) é importante observar
a distribuicdo dos pontos ao longo do intervalo de valores de atividades analisado, como
também o alinhamento dos pontos em relacéo a reta ajustada. Se houver agrupamento de
pontos em determinadas regides do grafico e/ou pontos isolados nos extremos do gréfico,
€ necessario observar com cautela o impacto desses pontos sobre estrutura da equacgéo de
regressdo. Na Figura 34, dos quinze residuos estudados, quatorze residuos se encontram
na area delimitada pelas linhas tracejadas, que corresponde a regido do grafico onde existe
95% de probabilidade de passar a verdadeira reta do gréafico. Entretanto um ponto fora da
regido tracejada encontra-se bem préximo a ela. Ja na Figura 35, todos os quinze residuos
se encontram dentro da regifo. Isso mostra que o grafico de residuo para RMN H! da

julocrotina que fornece melhores resultados é para o método B3LYP/cc-pvDZ.

Figura 34. Gréfico de probabilidade de residuo para RMN H! da julocrotina com método
B3LYP/6-31 G
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Figura 35. Grafico de probabilidade de residuo para RMN H* da julocrotina com método
B3LYP/cc-pvDZ
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Na figura 36 observa-se que todos os residuos avaliados se encontram dentro da
regido tracejada (regido do grafico onde existe 95% de probabilidade de passar a
verdadeira reta do gréafico). Ja na figura 37, dos dezoitos residuos, quinze se encontram
dentro da regido, dois se encontram proximos a ela e apenas um residuo apresentou um

desvio apreciavel. Neste caso o grafico de probabilidade de residuo para RMN C*3 da

julocrotina que gerou melhores resultados foi utilizando o método B3LYP/6-31 G.

Figura 36. Grafico de probabilidade de residuo para RMN C*2 da julocrotina com método
B3LYP/6-31 G
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Figura 37. Gréfico de probabilidade de residuo para RMN C*2 da julocrotina com método
B3LYP/cc-pvDZ
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A andlise estatistica dos dados mostra que os modelos de *H B3LYP/cc- pvDZ
(Figura 38), 'H B3LYP/6-31 G (Figura 39), 3C B3LYP/cc-pVDZ (Figura 40) e 13C
B3LYP/6-31 G (Figura 41) calculados para a estrutura em analise apresentaram aceitaveis
coeficientes de correlagio (R?), sendo eles 0,9872, 0,9868, 0,9968 e 0,9965,
respectivamente. Para a validacdo cruzada dos dados, os resultados foram satisfatorios a
nivel de método B3LYP/cc-pVDZ (s = 0,19; sSPRESS = 0,045; F = 1006,60; Q? = 98,63
% para OH e s = 3,43; sPRESS = 0,91; F = 5.010,56; Q2 = 99,66 %) para 5C quando
comparado com a método B3LYP/6-31 G como é mostrado nas Tabelas 29 e 30. Portanto,
a anélise estatistica dos resultados revela que o método B3LYP/cc-pVDZ gera melhores
resultados tanto para & de 'H e quanto para de 13C, mostrado que pode o método pode
servir para a identificacdo ou elucidagdo de compostos organicos semelhantes ao da
julocrotina. Uma vez que os resultados experimentais de *H e 13C descritos na literatura
(ABREU et al., 2001) e os resultados dos deslocamentos tedricos sdo quantitativamente
semelhantes, mostrando que hd uma concordancia linear entre os dados, pode-se dizer
que método estatistico aplicado é atil para auxiliar na obtencdo de valores tedricos de

ressonancia magnética nuclear.



Figura 38. Grafico *H com método B3LYP/cc-pVDZ para a julocrotina
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Figura 39. Grafico *H com método B3LYP/6-31 G para a julocrotina
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Figura 40. Gréafico 13C com método B3LYP/cc-pVDZ para a julocrotina
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Figura 41. Gréafico 13C com método B3LYP/6-31 G para a julocrotina
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As Tabelas 25 e 26 apresentam a proximidade entre os valores teoricos dos
deslocamentos quimicos usando os métodos B3LYP/6-31 G e B3LYP/cc-pVDZ e os
experimentais, bem como os valores residuais (RS) em ppm para cada atomo de carbono
e hidrogénio da estrutura crotonimida A (Figura 04 A) para RMN 'H e 13C,
respectivamente. Para ambos os métodos os valores residuais foram baixos, o que afirma
que o modelo computacional utilizado foi eficaz ao descrever o comportamento tedrico
dos dados de RMN.

A anélise estatistica dos dados mostra que os modelos calculados para a estrutura
em analise apresentaram aceitaveis coeficientes de correlagio (R? = 99,24% para tH
B3LYP/cc- pvVDZ (Figura 42), 99,21% para *H B3LYP/6-31 G (Figura 43), 99,90% para
13C B3LYP/cc-pVDZ (Figura 44) e 99,88% para 2C B3LYP/6-31 G (Figura 45) além de
estarem bem ajustados. Para a validagdo cruzada dos dados, os resultados foram
satisfatorios (s = 0,23; SPRESS = 0,050; F = 1560,19; Q2 = 99,20 % para 6H e s = 1,95;
SPRESS = 0,56; F = 13.606,81; Q2 = 99,99 % para 6C) para 0 método B3LYP/cc-pvVDZ
quando comparado com B3LYP/6-31 G como é mostrado nas Tabelas 29 e 30. Portanto,
a analise estatistica dos resultados revela que o0 método B3LYP/cc-pVDZ gera melhores
resultados tanto para 6 de 'H e quanto para de *C, mostrado que esse método pode servir
para a identificagdo ou elucidacéo de compostos organicos semelhantes ao da crotonimida
A.



Figura 42. Grafico *H com método B3LYP/cc- pVDZ para a crotonimida A
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Figura 43. Grafico *H com método B3LYP/6-31 G para a crotonimida A
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Figura 44. Grafico *C com método B3LYP/cc-pVDZ para a crotonimida A
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Figura 45. Grafico *C com método B3LYP/6-31 G para a crotonimida A

13C B3LYP/6-31 G

200.00 -~

150.00 - y =0.9416x + 1.7267
] R? = 0.9988
5 100.00 -
]

50.00 -
0.00 : ‘ ‘ |
0.00 50.00 100.00 150.00 200.00

experimental

Uma vez que os resultados experimentais de *H e 13C descritos na literatura
(TRINDADE, 2010) e os resultados dos deslocamentos tedricos sdo quantitativamente
semelhantes, mostrando que hd uma concordancia linear entre os dados, pode-se dizer
que método estatistico aplicado é util para auxiliar na obtencdo de valores tedricos de

ressonancia magnética nuclear.
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Tabela 25. Deslocamentos quimicos experimentais e teéricos para *H RMN (ppm) da crotonimida A

Experimental B3LYP/6-31 G B3LYP/CC-PVDZ
Posicdo (TRINDADE, 2010) Em CHsClI Residuo  Predito Em CHaClI Residuo Predito

3 4,48 4,18 0,30 417 3,93 0,55 4,08
4a 2.44 2.16 0,28 2,18 1,97 0,47 2,21
4B 1,67 1,87 0,20 1,88 1,75 0,08 2,00
5a 2,69 253 0,16 2,53 2,40 0,29 2,62
58 2,77 2,70 0,07 2,71 2,50 0,27 2,71
2’ 7,22 7,36 0,14 7,30 7,30 0,07 7,29
3 7,22 7,36 0,14 7,31 7,30 0,08 7,30
4 7,22 7,29 0,07 7,23 7,23 0,01 7,23
5 7,22 1,37 0,15 7,31 7,30 0,08 7,30
6’ 7,22 7,37 0,15 7,32 7,30 0,08 7,30
7’2 2,78 2,67 0,11 2,68 2,47 0,31 2,68
82 3,97 3,65 0,32 3,64 3,60 0,37 3,76
28 2,29 2,64 0,35 2,65 2,48 0,19 2,69
32 1,15 1,40 0,25 1,42 0,88 0,27 1,17

2 Valores médios



Tabela 26. Deslocamentos quimicos experimentais e tedricos para *C RMN (ppm) da crotonimida A

Experimental

B3LYP/6-31 G

B3LYP/CC-PVDZ

Posicéo (TRINDADE, 2010) Em CH3:CI Residuo Predito Em CHasCI Residuo Predito
2 171,81 165,17 6,64 173,58 170,57 1,24 172,40
3 5131 51,64 0,33 53,01 53,47 2,16 52,34
4 24,32 24,39 0,07 24,07 26,26 1,94 24,45
5 31,61 2814 3,47 28,05 29,63 1,99 27,90
6 170,96 163,55 7,41 171,86 168,54 2,42 170,32
r 138,04 131,85 6,19 138,19 139,35 1,31 140,39
2 128,92 122,76 6,16 128,54 128,21 0,71 128,97
3 128,42 121,93 6,49 127,66 127,83 0,59 128,58
4 126,57 120,15 6,42 125,76 125,66 0,91 126,36
5 128,42 121,91 6,51 127,63 127,78 0,64 128,53
6’ 128,92 122,69 6,23 128,46 128,10 0,82 128,86
7 33,85 36,42 2,57 36,84 38,43 4,58 36,93
8’ 41,58 45,06 3,48 46,02 46,09 4,51 44,78
17 174,18 164,52 9,66 172,89 170,05 4,13 171,87
27 29,63 26,59 3,04 26,40 28,37 1,26 26,61
37 9,53 10,29 0,76 9,09 10,97 1,44 8,78

101
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O grafico de probabilidade de residuos mostrado na figura 46 mostra que todos 0s
residuos avaliados se encontram dentro da regido tracejada, ja em relacdo ao gréafico
mostrado pela figura 47, apenas um residuo se encontra fora da regido delimitada. Neste
caso o grafico de probabilidade de residuo para RMN H? da crotonimida A que forneceu
melhores resultados foi para 0 método B3LYP/6-31 G.

Figura 46. Grafico de probabilidade de residuo para RMN H? da crotonimida A com
método B3LYP/6-31 G
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Figura 47. Gréfico de probabilidade de residuo para RMN H? da crotonimida A com
método B3LYP/cc-pvDZ
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Para os graficos mostrados nas figuras 48 e 49, somente um ponto se encontra fora
da regido de 95% de probabilidade de passar a verdadeira reta do gréafico. Pode-se
observar também que os residuos sdo menores para RMN C*3 da crotonimida A com
método B3LYP/cc-pvD. Neste caso o método B3LYP/cc-pvDZ gerou melhores

resultados em comparacao ao método B3LYP/6-31 G.

Figura 48. Grafico de probabilidade de residuo para RMN C*2 da crotonimida A com
método B3LYP/6-31 G
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Figura 49. Grafico de probabilidade de residuo para RMN C*® da crotonimida A com
método B3LYP/cc-pvDZ
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As Tabelas 27 e 28 apresentam a proximidade entre os valores tedricos dos
deslocamentos quimicos usando os métodos B3LYP/6-31 G e B3LYP/cc-pVDZ e 0s
experimentais, bem como os valores residuais (RS) em ppm para cada atomo de carbono
e hidrogénio da estrutura crotonimida B (Figura 04 B) para RMN !H e 13C,
respectivamente. Para ambas os métodos os valores residuais foram baixos, o que afirma
que o modelo computacional utilizado foi eficaz ao descrever o comportamento tedrico
dos dados de RMN.

A analise estatistica dos dados mostra que os modelos calculados para a estrutura
em andlise apresentaram aceitaveis coeficientes de correlacdo (99,72% para H
B3LYP/cc-pVDZ (Figura 50), 99,86% para *H B3LYP/6-31 G (Figura 51), 99,96% para
13C com método B3LYP/cc-pVDZ (Figura 52) e 99,94% para 3C com método B3LYP/6-
31 G (Figura 53) além de estarem bem ajustados. Para a validacdo cruzada dos dados, 0s
resultados foram satisfatdrios (s = 0,098; SPRESS = 0,022; F = 9.199,75; Q2 = 99,80 %
para 0H e s = 1,19; sPRESS = 0,18; F = 37.861,35; Q2 = 99,96 % para 6C) como ¢
mostrado nas Tabelas 29 e 30. Portanto, a andlise estatistica dos resultados revela que a
método B3LYP/6-31 G geram melhores resultados para de para *H e B3LYP/cc-pvVDZ
para 3C. Uma vez que os resultados experimentais de *H e 13C descritos na literatura
(TRINDADE, 2010) e os resultados dos deslocamentos tedricos sdo quantitativamente

semelhantes, mostrando que ha uma concordancia linear entre os dados.

Figura 50. Gréafico *H com método B3LYP/cc- pVDZ para a crotonimida B
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Figura 51. Grafico *H com método B3LYP/6-31 G para a crotonimida B
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Figura 52. Grafico 3C com método B3LYP/cc-pVDZ para a crotonimida B
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Figura 53. Gréfico 3C com método B3LYP/6-31 G para a crotonimida B
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Tabela 27. Deslocamentos quimicos experimentais e teéricos para *H RMN (ppm) da crotonimida B

Experimental B3LYP/6-31 G B3LYP/CC-PVDZ
Posicdo (TRINDADE, 2010) Em CHsClI Residuo  Predito Em CHsCl Residuo Predito

3 4,46 4,33 0,13 4,34 4,86 0,40 4,14
4a 2,50 2,51 0,01 2,59 3,31 0,81 2,67
4B 1,66 1,61 0,05 1,72 2,18 0,52 1,60
Sa 2,70 253 0,17 2,61 3,33 0,63 2,68
5B 2,81 274 0,07 2,81 3,41 0,60 2,76
2’ 7,22 7,33 0,11 7,24 8,15 0,93 7,26
3 7,22 1,37 0,15 1,27 8,18 0,96 7,28
4 7,22 7,29 0,07 7,20 8,12 0,90 7,22
5 7,22 7,40 0,18 7,29 8,20 0,98 7,30
6’ 7,22 7,39 0,17 7,29 8,20 0,98 7,30
7’2 2,81 2,69 0,12 2,76 3,37 0,56 2,73
82 3,99 3,72 0,27 3,76 4,57 0,58 3,86
2”7 2,45 2,36 0,09 2,44 3,02 0,57 2,39
3a 1,20 1,13 0,07 1,26 191 0,71 1,34
42 1,17 1,13 0,04 1,26 1,91 0,74 1,33

2 Valores médios



Tabela 28. Deslocamentos quimicos experimentais e teéricos para *C RMN (ppm) da crotonimida B

Experimental

B3LYP/6-31 G

B3LYP/CC-PVDZ

Posicéo (TRINDADE, 2010) Em CH3:CI Residuo Predito Em CHasCI Residuo Predito
2 171,87 166,45 5,42 174,86 171,67 0,20 173,44
3 51,23 52,97 1,74 52,83 55,46 4,23 52,60
4 24,34 25,67 1,33 23,48 27,59 3,25 23,62
5 31,62 32,37 0,74 30,68 33,93 2,31 30,21
6 170,95 164,36 6,59 172,61 169,30 1,65 170,97
r 138,07 131,81 6,26 137,61 139,33 1,26 139,81
2’ 128,92 122,66 6,26 127,77 128,09 0,83 128,12
3 128,42 121,93 6,49 126,98 127,86 0,56 127,88
4’ 126,55 120,19 6,36 125,12 125,72 0,83 125,66
5 128,42 122,01 6,41 127,07 127,91 0,51 127,93
6’ 128,92 122,78 6,14 127,90 128,16 0,76 128,19
Ik 33,85 36,10 2,25 34,70 38,10 4,25 34,54
8 41,58 4491 3,33 44,17 45,97 4,39 42,73
1” 177,27 168,20 9,07 176,74 174,31 2,96 176,19
2” 35,43 37,97 2,54 36,70 41,12 5,69 37,69
3” 19,33 20,69 1,36 18,13 22,12 2,79 17,93
4 19,48 21,41 1,93 18,90 22,87 3,39 18,71
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As figuras 54 e 55 mostram que todos os residuos analisados estdo dentro das linhas

tracejadas. Pode-se observar também que o grafico de probabilidade de residuo para RMN

H! da crotonimida B com método B3LYP/6-31 G apresenta menores residuos em relagéo

ao método B3LYP/cc-pvDZ, sendo este gerou melhores resultados.

Figura 54.
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Na Figura 56 observa-se que apenas um dos residuos avaliados se encontra-se fora,
porém bem préxima, da regido tracejada (regido do grafico onde existe 95% de
probabilidade de passar a verdadeira reta do grafico). Ja na Figura 57, todos os residuos
analisados encontram-se dentro da regido. Além disso 0s residuos sdo menores quando se
utiliza o método B3LYP/cc-pvDZ em comparacdo ao método B3LYP/6-31 G. Neste caso
o gréafico de probabilidade de residuo para RMN C® da julocrotina gera melhores
resultados para o0 método B3LYP/cc-pvDZ.

Figura 56. Grafico de probabilidade de residuo para RMN C*2 da crotonimida B com
método B3LYP/6-31 G
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Figura 57. Grafico de probabilidade de residuo para RMN C*® da crotonimida B com
método B3LYP/cc-pvDZ
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Tabela 29. Correlagdes e parametros de ajuste linear para as bandas de absor¢dao de RMN para 6H calculado em cloroférmio para julocrotina, crotonimida A e
crotonimida B

a? b R? (%) EAMP EAMCE® F S PRESS sPRESS Q2 (%)
Cloroférmio
Julocrotina
B3LYP/cc-pvDZ 0,15 0,99 98,72 0,23 0,14 1.006,60 0,19 1,0 0,045 98,60
B3LYP/6-31G 0,03 0,97 98,68 0,14 0,13 973,06 0,19 0,9 0,043 98,60
Crotonimida A
B3LYP/cc-pvDZ 0,54 1,05 99,24 0,18 0,13 1.560,19 0,23 0,8 0,05 99,20
B3LYP/6-31G 0,04 1,01 99,21 0,16 0,14 1.499,15 0,23 0,8 0,05 99,10
Crotonimida B
B3LYP/cc-pvDZ 0,05 1,05 99,72 0,60 0,08 4.585,99 0,14 0,3 0,02 99,70
B3LYP/6-31G 0,18 1,04 99,86 0,10 0,06 9.199.75 0,01 0,2 0,02 99,80

4 = Parametros de ajuste linear referem-se: dcalc = a + bdexp; b — Erro Médio: EAM=Yn | dcalc — dexp | /n; © = Erro Médio Corrigido: EAMC= ¥'n | dcorr
—3exp | /n
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Tabela 30. Correlagdes e parametros de ajuste linear para as bandas de absor¢ao de RMN para 6C calculado em cloroférmio para julocrotina, crotonimida A e
crotonimida B

a? b R? (%) EAMP EAMC® F S PRESS SsPRESS Q2 (%)
Cloroférmio
Julocrotina
B3LYP/cc-pvDZ 3,37 0,97 99,68 2,53 2,21 5.010,56 3,43 238,4 0,91 99,68
B3LYP/6-31G 2,45 0,94 99,65 4,95 2,40 4.525,81 3,49 245 4 0,92 99,65
Crotonimida A
B3LYP/cc-pvVDZ 2,41 0,98 99,99 1,92 1,34 13.606,81 1,95 70,9 0,56 99,99
B3LYP/6-31G 1,73 0,94 99,88 471 1,49 12.142,06 1,99 73,5 0,57 99,90
Crotonimida B
B3LYP/cc-pvDZ 4,87 0,96 99,96 2,34 1,04 37.861,35 1,19 27,6 0,33 99,96
B3LYP/6-31G 3,83 0,93 99,94 4,37 1,29 24.562,49 1,43 40,20 0,40 99,93

4 = parametros de ajuste linear referem-se: dcalc = a + bdexp; b — Erro Médio: EAM=>n | dcalc — dexp | /n; ©=Erro Médio Corrigido: EAMC= Y'n | dcorr

—3exp | /n
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5.4 DOCAGEM MOLECULAR

5.4.1 Calculos de docagem molecular

Os célculos de docagem molecular foram realizados para as moléculas crotonimida
A, crotonimida B e julocrotina presentes na Croton pullei var. glabrior LANJ., onde
foram pontuadas de acordo com as suas energias de docagem preditas pelo programa
Molegro Virtual Docker.

Para os PDBs 1Al9, 1J1J e 1DIM, as moléculas com os melhores escores foram a

crotonimida B, julocrotina e crotonimida A, respectivamente (Tabelas 31, 32 e 33).

Tabela 31. Lista dos compostos e seus respectivos valores de energias de docagem, preditas
pelos programas Molegro Virtual Dock (PDB ID: 1AI19)

MolDock Score

Moléculas
(Kcal/mol)
Crotonimida A -114,78
Crotonimida B -126,71
Julocrotina -122,92

Tabela 32. Lista dos compostos e seus respectivos valores de energias de docagem, preditas
pelos programas Molegro Virtual Dock (PDB ID: 1J1J)

MolDock Score

Moléculas
(Kcal/mol)
Crotonimida A -104,02
Crotonimida B -112,18

Julocrotina -116,68
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Tabela 33. Lista dos compostos e seus respectivos valores de energias de docagem, preditas
pelos programas Molegro Virtual Dock (PDB ID: 1DIM)

MolDock Score

Moléculas
(Kcal/mol)
Crotonimida A -86,05
Crotonimida B -83,55
Julocrotina -84,57

Apds a docagem molecular, observou-se que a molécula crotonimida A formou
ligacGes de hidrogénio com residuos de aminoacidos da enzima Candida albicans (PDB
ID: 1A19), onde duas ligacbes foram de 4tomos de oxigénio com atomos de hidrogénio
de Lys 57(A) e Arg 56(A) (O --- H-Lys57(A); 2,59 A e O --- H-Arg56(A); 3,20 A; 2,89
A) e uma ligacio com um atomo de nitrogénio com um atomo de hidrogénio do residuo
de aminoécido Lys 57(A) (N --- H-Lys57(A); 2,59 A) (Figuras 58 e 59). Vale ressaltar
que esses residuos de aminoacidos pertencem ao sitio ativo dessa enzima (Figura 60)
(SUJATHA; KALLURAYA; JOSHI, 2019).

Figura 58. Interacdes entre a estrutura crotonimida A e os residuos de aminoacidos Lys 57(A) e
Arg 56(A) da enzima Candida albicans (2D)




114

Figura 59. Interacdes entre a estrutura crotonimida A e os residuos de aminoacidos Lys 57(A) e
Arg 56(A) da enzima Candida albicans (3D)

.\.' _-\ A
L Gly 55A) =
- o ser 94in)
\

SO ‘ot
e o o
o %

- ity 11344)
o Alda 115(A) —_i- *
>

Tyr L ER{A)

# '_\ -I- :
¥ I
Lys 2 a) &. ‘id ‘ o o
. @



115

A molécula crotonimida A também apresentou interacdo de ligacdo de hidrogénio
com residuo de aminoécido, onde um &omo de oxigénio estd ligado ao 4tomo de
hidrogénio do residuo Cys37 (O --- H-Cys37) e um atomo de nitrogénio esta ligado ao
atomo de hidrogénio do residuo Gly38 (N --- H-Gly38; 2,45 A) da enzima Staphylococcus
aureus (PDB ID: 1J1J) (Figuras 61 e 62). O residuo de aminoacido Gly38 pertence ao
sitio ativo da enzima em estudo (ZHENG et al., 2016) (Figura 63).

Figura 61. Interacdes entre a estrutura crotonimida A e os residuos de aminoécidos Gly38 e
Cys37 da enzima Staphylococcus aureus (2D)

Figura 62. Interagdes entre a estrutura crotonimida A e os residuos de aminoéacidos Gly38 e
Cys37 da enzima Staphylococcus aureus (3D)
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Figura 63. LigacOes de residuos em sitios ativos da enzima Staphylococcus aureus
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Além disso, a estrutura crotonimida A apresentou interacdo de hidrogénio, através
de um atomo de nitrogénio, ligado ao atomo de hidrogénio do residuo de aminoacido
Asp62 (N --- H-Asp62) da enzima Salmonella thyphimurium (PDB ID: 1DIM) (Figuras
64 e 65). Essa interacdo (hidrofobica) pertence ao sitio ativo da enzima (Figura 66)
(CRENNELL et al.,1993).
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Figura 64. InteracOes entre a estrutura crotonimida A e os residuo de aminoacido Asp62 da
Salmonella thyphimurium (2D)

Figura 65. Interacdes entre a estrutura crotonimida A e o residuo de aminoécido Asp62 da
Salmonella thyphimurium (3D)
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Figura 66. LigacGes de residuos em sitios ativos da enzima Salmonella thyphimurium
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A molécula crotonimida B apresentou interacdo de hidrogénio com residuo de
aminoacido da enzima Candida albicans, onde a ligacdo foi composta de atomo de
oxigénio com atomo de hidrogénio de Lys57(A) (O --- H-Lys57; 2,59 A) (Figuras 67 e
68). O residuo de aminoacido pertence ao sitio ativo dessa enzima (Figura 63)
(SUJATHA, KALLURAYA; JOSHI, 2019; VUPPALA, et al. 2019).
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Figura 67. Interacdes entre a estrutura crotonimida B e os residuo Lys57(A) da Candida
albicans (2D)

Figura 68. Interacdes entre a estrutura crotonimida B e os residuo Lys57(A) da Candida
albicans (3D)

A molécula crotonimida B também apresentou formacao de ligacdo de hidrogénio,
através de atomo de oxigénio, frente a &tomo de hidrogénio do residuo de aminoacido
Gly193 (O --- H-Gly193) da enzima Staphylococcus aureus (BUKOWSKI, WLADYKA;
DUBIN, 2010) (Figuras 69 e 70).
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Figura 69. InteracBes entre a estrutura crotonimida B e os residuo de aminoacido Gly193 da
Staphylococcus aureus (2D)

[Gly 133

Figura 70. Interagdes entre a estrutura crotonimida B e o residuo de aminoécido Gly193 da
Staphylococcus aureus (3D)

Além disso, a estrutura crotonimida A apresentou interac6es de hidrogénio com os
residuos de aminodcidos Tyr128 e Arg56 da enzima Salmonella thyphimurium. Neste
caso 0s atomos de oxigénio ligaram-se aos &tomos de hidrogénio dos residuos Trp128 (O
- H-Trp128; 3,10 A) e Arg56 (N --- H-Arg56; 2,82 A) (Figuras 71 e 72). Vale ressaltar
que esses residuos de aminoacidos pertencem ao sitio ativo da enzima (Figura 66)
(CRENNELL et al.,1993).



121

Figura 71. Interac@es entre a estrutura crotonimida B e os residuos de Trp128 e Arg56 da
Salmonella thyphimurium (2D)

Figura 72. InteragOes entre a estrutura crotonimida B e os residuos de Trp128 e Arg56 da
Salmonella thyphimurium (3D)

J& a molécula julocrotina apresentou interagdes de hidrogénio com residuos de

aminoacidos da enzima Candida albicans. As ligacdes sdo de atomos de oxigénio com
atomos de hidrogénio de Thr58(A) e Gly114(A) (O --- H-Thr58(A); 2,57 A e O --- H-
Gly114(A); 3,22 A) (Figuras 73 e 74). Os residuos de aminoacidos pertencem ao sitio
ativo dessa enzima (Figura 60) (VUPPALA, et al. 2019).
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Figura 73. Interacdes entre a estrutura julocrotina e os residuos de aminoacidos Thr58(A) e
Gly114(A) da Candida albicans (2D)
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Figura 74. Interacdes entre a estrutura julocrotina e os residuos de aminoacidos Thr58(A) e
Gly114(A) da Candida albicans (3D)

A molécula julocrotina também apresentou ligacdes de hidrogénios com residuo de
aminodacido através de atomos de oxigénio, ligado a atomos de hidrogénios dos residuos
de aminoacidos Gly193 e Cys37 (O --- H-Glyl93 e O --- H-Cys37) da enzima
Staphylococcus aureus (BUKOWSKI, WLADYKA; DUBIN, 2010; ZHENG et al., 2016)
(Figuras 75 e 76).
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Figura 75. Interacdes entre a estrutura julocrotina e os residuos de aminoacidos Gly193 e Cys37
da Staphylococcus aureus (2D)

Figura 76. Interacdes entre a estrutura julocrotina e os residuos de aminoécidos Gly193 e Cys37
da Staphylococcus aureus (3D)
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Além disso, a estrutura julocrotina apresentou interacdo de hidrogénio com o
residuo de aminoacido da enzima Salmonella thyphimurium, através de um atomo de
oxigénio com o atomo de hidrogénio do residuo Thr127 (O --- H-Thr 127) (ALLARD,
CLELAND; HOLDEN, 2004) (Figuras 77 e 78).

Figura 77. Interacdes entre a estrutura julocrotina e o residuo de aminoacido Thr127 da
Salmonella thyphimurium (2D)

Figura 78. Interagdes entre a estrutura julocrotina e o residuo de amino4cido Thr127 da
Salmonella thyphimurium (3D)
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6 CONCLUSAO

O planejamento experimental Box-Behnken utilizado nesse trabalho foi eficiente
para a obtencdo das variaveis de saida Rendimento, Polifendis totais e Atividade
Antioxidante.

Para a resposta Rendimento, as variaveis significativas a nivel de 95% de confianca,
foram as isoladas temperatura, granulometria, relacdo massa/solvente e suas
interacdes binarias e quadraticas. Para a variavel Polifenois Totais, as variaveis isoladas
granulometria, relacdo massa/solvente e suas interacdes binarias e quadraticas. E para
varidvel de saida Avaliacdo Antioxidante as variaveis temperatura, granulometria,
relacdo massa/solvente e suas interagdes binarias e quadraticas, apresentaram um efeito
estatisticamente significativo. Ou seja, as varidveis isoladas granulometria, relacéo
massa/solvente, e suas interacBes binarias e quadraticas foram importantes para a
obtencao dos maiores valores das variaveis de resposta em analise.

Os valores tedricos dos deslocamentos quimicos quando comparado aos valores
experimentais para RMN H e 3C obtidos via funcionais hibridos B3LYP conjugados
com a funcdo de base cc-pVDZ (B3LYP/cc-pVDZ) significativas, em quase todas as
moléculas, que o método B3LYP/6-31 G. Entretanto, para a analise de 'H utilizando a

estrutura crotonimida B, a fungdo de método B3LYP/6-31 G mostrou-se mais expressiva.

Todas as trés estruturas (crotonimida A, crotonimida B e julocrotina) apresentaram
pelo menos uma ligagdo de hidrogénio com os residuos das enzimas Candida albicans,

Staphylococcus aureus e Salmonella thyphimurium.
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7 SUGESTAO PARA TRABALHOS FUTUROS

- Adicionar a temperatura de secagem como variavel de entrada;
- Avaliar as possiveis atividades do 6leo essencial da Croton pullei var. glabrior LANJ;

- Comparar os resultados das variaveis de resposta entre os métodos de extracao quente e

a frio;

- Comparar os resultados das variaveis de resposta entre os métodos de extracdo

convencional e supercritica;
- Realizara a atividade antimicrobiana dos extratos;

- Realizar a dindmica molecular da julocrotina, crotonimida A e crotonimida B.
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9.1 Laudo de identificacdo botanica

LABORATORIO DE BOTANICA-HERBARIO

1)
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LAUDO DE IDENTIFICACAO BOTANICA
DADOS DO SOLICITANTE:

Pessoa Fisica ou Juridica: NAYARA MARIA MONTEIRO DA SILVA

CPF ou CNPJ: C.1. ou Inscrigdo Estadual

Endereco:

Bairro: CEP: Cidade: Belém |UF: PA
Telefone: 99613307 FAX: E-mail: nayengquimica8@gmail.com

2)

DADOS DO MATERIAL PARA ANALISE:

Local de Origem: Peixe-boi

| Quantidade de Amostras: 01

Tipo de Amostra: () Fértil (X) Estéril

Nome do Coletor: Alexandre Moraes

Data de Entrada no Laboratério: 20.09.2019

Analisado por: Manoel e
Ednaldo Nascimento

Destino e/ou Utilizagdo do Laudo: Dissertacdo

mestrado

Supervisionado por: Silvane
Tavares

Processo utilizado para Identificacdo:
Comparacao com exsicatas do acervo do herbéario IAN.
Classificacdo dos géneros em familia segundo APG II1.
Lista de espécie da Flora do Brasil.
RESULTADO DAS ANALISES

Cod. | Nome Comum | Nome Cientifico Familia
01 Croton pullei LANJ. Euphorbiace
ae

Obs: Prazo de permanéncia do material no laboratério: 60 dias; a partir dessa data, o
material ficard a critério do laboratério.

Laudo digitado em: 12.10.2019
Supervisionado em:
Recebido em: 20.11.2019




	3.17 ENZIMA SIALIDASE: Salmonella thyphimurium (PDB ID: 1DIM)
	As cascas do caule de Croton pullei LANJ. foram coletadas no município de Peixe-Boi, à 157 km da capital Belém, no estado do Pará com coordenadas 1 06'04.6"S 47 19'43.7"W (Figura 09), utilizando o aplicativo Google Maps. A coleta foi realizada no peri...
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